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La vasculopatía diabética es la principal causa de morbi-mortalidad entre los pacientes diabéticos. 
La disfunción endotelial es un marcador temprano de estas complicaciones vasculares. La hiperglucemia 
característica de la diabetes parece desempeñar un papel relevante en la patogénesis de las complicaciones 
vasculares. Sin embargo, los mecanismos por los cuales la hiperglucemia causa el daño vascular no se 
conocen con exactitud. Actualmente, la diabetes mellitus es considerada como una enfermedad inflamatoria 
crónica de bajo grado en la que se han encontrado elevados niveles circulantes de diferentes marcadores 
inflamatorios. La adhesión y la migración leucocitaria a través del endotelio, que requieren la expresión de 
moléculas de adhesión (CAMs), representan un paso clave en el desarrollo de aterosclerosis, condición 
presente en diferentes enfermedades vasculares.  
El objetivo principal de este trabajo fue evaluar si la elevación de la concentración de D-glucosa 
promueve la aparición de lesiones ateroscleróticas a través de un efecto proinflamatorio directo en las células 
endoteliales. Los estudios in vitro  mostraron que la mera elevación de la concentración de D-glucosa 
extracelular de 5,5 a 22 mM durante 18 h no incrementó la expresión de la molécula de adhesión (ICAM-1) o 
de la molécula de adhesión de células vasculares (VCAM-1), cuantificada por citometría de flujo, en células 
endoteliales de vena de cordón umbilical humano (HUVEC) en cultivo. La citoquina proinflamatoria 
interleuquina (IL)-1β (0,1 a 10 ng/ml) incrementó la inducción de ambas CAMs de manera concentración 
dependiente. Sorprendentemente, la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 inducidas por la IL-1β (5 ng/ml) fue 
exacerbada en presencia de 22 mM de D-glucosa. Estos efectos no se debieron a cambios de la osmolaridad 
en el medio de cultivo, ya que L-glucosa no reprodujo los efectos producidos por D-glucosa. De forma 
similar, la elevación de D-glucosa no indujo la adhesión de leucocitos HL-60 a la monocapa de HUVEC in 
vitro, pero incrementó la adhesión inducida previamente por IL-1β medida en una cámara de flujo. También 
se exploraron otros marcadores de inflamación como son el factor de transcripción nuclear κB (NF-κB) y la 
quinasa regulada por señales extracelulares 1/2 (ERK 1/2). Mientras que la elevación de D-glucosa no activó 
ninguno de estos dos factores, claramente intensificó la activación de NF-κB y ERK 1/2 inducida por IL-1β. 
Tanto ERK 1/2 como NF-κB están implicados en el la expresión de VCAM-1 inducida por IL-1β, mientras 
que la expresión de ICAM-1 no está mediada por estas moléculas. Además de los marcadores de inflamación, 
la IL-1β incrementó la expresión de GLUT-1, determinados por Western blot y citometría de flujo. La 
elevación de D-glucosa no modificó los niveles de GLUT-1 pero incrementó la inducción de GLUT-1 
mediada por IL-1β.  
Para investigar la interacción entre la elevación de D-glucosa y la IL-1β en un modelo in vivo  más 
complejo, se evaluó el tráfico leucocitario en la microcirculación mesentérica de rata Sprague-Dawley, 
mediante microscopía intravital. Tras 18 h desde la inyección intraperitoneal de D-glucosa (40 mg/kg) no se 
observó ninguna alteración en los parámetros estudiados; tampoco modificó la expresión de ICAM-1 y 
VCAM-1 analizadas mediante inmunohistoquímica. Sin embargo, la inyección de IL-1β (200 ng/kg) 
incrementó el número de leucocitos en fase de rodamiento, adheridos y migrados, mientras que disminuyó la 
velocidad de rodamiento. Igualmente, se observó un aumento en la expresión de las CAMs. Muy 
interesantemente, todos estos parámetros proinflamatorios fueron exacerbados cuando se coadministró D-
glucosa e IL-1β. 
Estos resultados indican que aunque la elevación extracelular de D-glucosa per se no causa 
inflamación en células endoteliales, pero sí desempeña un papel modulador en la inflamación vascular 
intensificando la acción de otros estímulos inflamatorios. Por todo ello, proponemos que la hiperglucemia no 
es suficiente para causar directamente un efecto inflamatorio, pero puede exagerar los efectos de una 
respuesta inflamatoria en curso. Este trabajo sugiere que las aproximaciones terapéuticas para el tratamiento 
de la vasculopatía diabética deberían disminuir no sólo los niveles de glucosa plasmática, sino también 












Diabetic vasculopathy is the main cause leading to morbidity and mortality in diabetic patients. 
Endothelial dysfunction is on the basis of such vascular complications. The hyperglycaemia characteristic in 
diabetes seems to have important roles in the pathogenesis of vascular complications. However, the 
mechanisms by what hyperglycaemia mediates vascular damage are not well understood. Diabetes mellitus is 
now considered as a chronic low-grade inflammatory disease, with augmented circulating levels of different 
inflammatory markers. Leukocyte adhesion to and transmigration through endothelial cells, which require the 
expression of endothelial cell adhesion molecules (CAMs), represent key inflammatory events in the onset of 
atherosclerosis, a condition that is on the basis of different vascular diabetic complications.  
The main aim of this work was to elucidate whether enhanced levels of D-glucose could promote 
accelerated pro-atherosclerotic events through a direct pro-inflammatory effect on endothelial cells. In vitro 
assays indicated that the mere elevation of extracellular D-glucose from 5.5 to 22 mM for 18 h did not 
enhance intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) or vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1) 
expression, quantified by flow cytometry, in cultured human endothelial cells (HUVEC). The pro-
inflammatory cytokine interleukin (IL)-1β (0.1 to 10 ng/ml) increased CAMs induction in a concentration-
dependent manner. Surprisingly, ICAM-1 and VCAM-1 expression induced by IL-1β (5 ng/ml) was 
exacerbated in a medium containing 22 mM D-glucose. These effects were not due to osmolarity changes in 
the culture medium, as L-glucose did not mimic D-glucose effects.  Analogously, high D-glucose did not 
modify the adhesion of HL-60 leukocytes to HUVEC monolayer in vitro, but increased the adhesion 
previously elicited by IL-1β, as measured by flow chamber assays. We explored other inflammatory markers, 
such as the nuclear transcription factor κB (NF-κB) and the extracellular regulated kinase 1/2 (ERK 1/2). 
While a high D-glucose medium alone did not activate any of these factors, it clearly exacerbated the NF-κB 
and ERK 1/2 activation induced by IL-1β. ERK 1/2 and NF-κB were involved in the expression of VCAM-1 
elicited by IL-1β, while ICAM-1 expression was not mediated by these molecules. In addition to 
inflammatory markers, IL-1β increased GLUT-1 expression, determined by Western blot and flow 
cytometry. High D-glucose did not modify GLUT-1 levels but increased GLUT-1 induction by IL-1β.  
In order to investigate the interactions between high D-glucose and IL-Iβ in a more complex in vivo 
model, leukocyte trafficking was evaluated in the Sprague-Dawley rat mesenteric microcirculation by 
intravital microscopy. After 18 h of an intraperitonal injection of D-glucose alone (40 mg/kg) no alterations 
of the trafficking parameters were observed; accordingly, no changes in ICAM-1 or VCAM-1 expression 
were observed by immunohistochemistry. However, the parallel injection of IL-1β (200 ng/kg) increased 
venular leukocyte rolling flux, adhesion, and transmigration, while decreasing rolling velocity. Enhanced 
CAMs expression was also observed. More interestingly, all these pro-inflammatory parameters were 
exacerbated when D-glucose and IL-1β were co-administered. 
These results indicate that although high D-glucose per se does not cause inflammation in 
endothelial cells, it does play a modulatory role in vascular inflammation by exacerbating other pro-
inflammatory stimuli. We therefore propose that diabetic hyperglycemia is not sufficient to directly cause 
vascular inflammation but can exaggerate the effects of an ongoing inflammatory response. We suggest that 
the therapeutic approaches for diabetic vasculopathy should aim to lower not only the levels of plasmatic 













[H3]2-DOG: 2-deoxiglucosa tritiada 
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CAMs: moléculas de adhesión  
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ERK 1/2: quinasas reguladas por señales extracelulares 1/2 
ET-1: endotelina-1 
FAD: flavin adenin dinucleótido  
FCS: suero fetal de ternera 
FMN: flavin mononucleótido  
GLUT: tansportador de glucosa  
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GMP-140: proteína granular de membrana 140 (P-selectina) 
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H2O2: peróxido de hidrógeno 
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HUVEC: células endoteliales de vena de cordón umbilical humano 
ICAM-1: molécula de adhesión intercelular-1 
IKK: quinasas de IκB 
IL: interluquina 
IL-1β: interleuquina-1 β 
IL-1R1: receptor tipo I de interleuquina-1 β 
INCAM-110: molécula de adhesión celular inducible (también conocida como VCAM-1) 
INF-γ: interferón γ 
iNOS: óxido nítrico sintasa inducible 
IκB: proteína inhibidora de NF-κB 
JNK: quinasa NH2-terminal de c-Jun 
LDL: lipoproteína de baja densidad 
LFA-1: antígeno de la función leucocitaria-1 
LPS: lipopolisacárido bacteriano 
MAdCAM-1: molécula de adhesión celular adresina de la mucosa-1 
MAPK: proteína quinasa activada por mitógenos 
MAPKK o MKK: proteína MAPK quinasa 
MAPKKK o MAP3K: proteína MAPK quinasa quinasa 
MCP-1: proteína quimioatrayente de monocitos-1 
MEK 1/2: MAPK quinasa de ERK 1/2 
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NF-κB: factor de transcripción nuclear κB 
NIK: quinasa inductora de NF-κB  
NO: óxido nítrico 
NOS: sintasa de óxido nítrico  
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PBS: solución salina tamponada con fosfato 
PDTC: ditiocarbamato de pirrolidina 
PECAM: molécula de adhesión de células endoteliales-plaquetas 
PKC: proteína quinasa C  
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PMSF: fenilmetilsulfonil fluoruro 
ROS: especies reactivas de oxígeno 
SAPK proteína quinasa activada por estrés (también conocida como JNK) 
SD: ratas Sprague-Dawley 
SDS: dodecilsulfato sódico 
SDS-PAGE: geles de electroforesis de SDS-poliacrilamida 
sGC: guanilato ciclasa soluble 
TGF-β: factor de crecimiento transformante-β  
TNF-α: factor de necrosis tumoral α 
TRAF6: factor 6 asociado al receptor de TNF  
TXA2: Tromboxano A2 
VCAM-1: molécula de adhesión de células vasculares-1 
VEGF: factor de crecimiento de células endoteliales vasculares 
VLA: antígeno muy tardío o very late antigen 
Vmean: flujo sanguíneo venular 













La diabetes mellitus es una enfermedad metabólica crónica caracterizada por 
niveles persistentes elevados de glucosa en sangre como consecuencia de una alteración de 
la secreción y/o acción de la insulina, que también afecta al metabolismo del resto de 
hidratos de carbono, lípidos y proteínas. 
La diabetes puede ser de varios tipos, siendo la diabetes tipo 1 y tipo 2 las más 
frecuentes entre la población. La diabetes tipo 1 o insulina-dependiente tiene su base en 
una secreción de insulina deficiente o nula a causa de la destrucción de las células β 
pancreáticas como consecuencia de un proceso autoinmune, siendo necesaria la 
administración de insulina. Representa el 5 - 10 % de los pacientes diabéticos. La diabetes 
tipo 2 o insulina-independiente se debe principalmente a una resistencia por parte de los 
tejidos a la acción de la insulina. Es el tipo más frecuente de diabetes, representando entre 
un 90 - 95 % de los pacientes diabéticos, y su aparición suele ser a partir de los 40 años de 
edad, asociada generalmente con otros desórdenes metabólicos como la obesidad, la 
dislipidemia o la hipercolesterolemia. Aproximadamente un 50 % de los casos permanecen 
sin diagnosticar.  
 
Prevalencia de la diabetes 
Mientras que en el año 1995 se calculó que más de 135 millones de personas en 
todo el mundo (un 4 % de la población total) eran diabéticos, en 2030 se estima que esta 
prevalencia aumentará hasta alcanzar la cifra de 366 millones de personas con diabetes (un 
5,4 % de la población mundial) (King y col., 1998; Wild y col., 2004).  
Mientras que la prevalencia de la diabetes mellitus tipo 1 (aproximadamente un 0,2 
% de la población total) apenas se verá incrementada en este período de tiempo, sí que 
existe una tendencia progresiva del aumento de la incidencia de la diabetes mellitus tipo 2,  
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debido fundamentalmente al crecimiento de la población, a un aumento de la esperanza de 
vida en los países socio-económicamente más desarrollados y al actual estilo de vida 
marcado por el cambio en los hábitos alimenticios, la obesidad y el sedentarismo. Todos 
estos datos han llevado a la Organización Mundial de la Salud (OMS) a calificar la 
diabetes mellitus como la primera enfermedad epidémica de carácter no infeccioso. 
El aumento de la prevalencia de esta enfermedad se producirá principalmente en los 
países en vías de desarrollo, sobre todo en áreas urbanas. Mientras que en los países 
desarrollados el mayor número de personas con diabetes son mayores de 65 años, es en los 
países en vías de desarrollo donde aumenta la población diabética con edad comprendida 
entre 45 y 65 años.  
En España se estima que entre un 6 y un 10% de la población es diabética, lo que 
supone que alrededor de 2,1 millones de españoles son diabéticos (Abadal y col., 2000), 
siendo la diabetes la tercera causa de mortalidad entre las mujeres y la séptima entre los 
varones (Bosch y col., 2002). 
Los principales factores de riesgo que pueden dar lugar a la aparición de la diabetes 
tipo 2 son la edad, una baja actividad física,  el aumento del consumo de alcohol y 
tabaquismo y la obesidad, cuya prevalencia también aumenta entre la población.  
 
 
COMPLICACIONES VASCULARES ASOCIADAS A DIABETES 
La diabetes mellitus es una de las enfermedades con mayor impacto sociosanitario, 
no sólo por su elevada frecuencia sino por las complicaciones crónicas que comporta esta 
enfermedad (Bosch y col., 2002). Las enfermedades vasculares, en particular la 
aterosclerosis, son la principal causa de discapacidad y mortalidad en pacientes diabéticos, 
llegando a suponer hasta un 80 % de las muertes entre los pacientes con diabetes mellitus 
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tipo 2 (Ruderman y Haudenschild, 1984; Haffner SM, 1998). La diabetes mellitus 
incrementa el riesgo de desarrollar enfermedad coronaria, accidentes cerebrovasculares y 
enfermedad arterial periférica. En comparación con el resto de la población, los pacientes 
diabéticos tienen mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardio y cerebrovasculares, 
siendo la mortalidad por enfermedad cardiovascular 7,5 veces mayor entre pacientes 
diabéticos que en no diabéticos. (Sowers y col., 2001). Debido a que estas enfermedades 
vasculares aparecen con mayor frecuencia entre pacientes diabéticos que en el resto de la 
población sana, se acuñó el término de vasculopatía diabética para referirse al conjunto de 
complicaciones vasculares asociadas a la diabetes y la American Heart Association ha 
declarado la diabetes como uno de los principales factores de riesgo cardiovascular 
(Grundy y col., 1999). 
Estas complicaciones pueden afectar a vasos de pequeño, mediano o gran tamaño 
dando lugar a micro y macroangiopatía respectivamente. Ejemplos de microangiopatía son 
la nefropatía (afectación de los vasos renales), la retinopatía (de los vasos de la retina) y la 
neuropatía (afectación de los nervios periféricos) diabética, mientras que la 
macroangiopatía diabética se caracteriza por la aparición de aterosclerosis, que afecta 
principalmente a vasos de mediano y gran calibre. Estas complicaciones que suelen 
acompañar a la diabetes mellitus varían según el tipo de diabetes, el tiempo de evolución y 
el grado de control metabólico.  
El mecanismo por el cual la diabetes predispone a la vasculopatía diabética no ha 
sido aún esclarecido. En pacientes con diabetes tipo 2 se ha visto una asociación entre el 
grado de hiperglucemia y un incremento en el riesgo de padecer complicaciones micro, y 
macrovasculares (Stratton y col., 2000). Otros factores de riesgo en estos pacientes son la 
obesidad, la aterosclerosis, la dislipemia, la microalbuminuria, la aparición de disfunción 
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endotelial, una mayor hiperagregabilidad plaquetaria y la presencia de anormalidades en el 
proceso de coagulación (Sowers y col., 2001). 
Ya que la prevalencia de la diabetes en la población general aumenta drásticamente, 
se hace necesario entender los mecanismos por los cuales se desarrollan complicaciones 




El endotelio vascular es una monocapa de células que recubren el interior de los 
vasos sanguíneos formando una barrera entre la sangre y el resto de tejidos. Lejos de ser 
una mera separación física, se trata de un tejido especializado capaz de sintetizar diversas 
sustancias biológicamente activas que son liberadas para mantener la homeostasis vascular, 
permitir la distribución de nutrientes y asegurar un correcto flujo sanguíneo, mientras que 
evita la agregación de plaquetas y la formación de trombos. El endotelio es responsable del 
mantenimiento del tono vascular mediante la liberación de diferentes agentes vasoactivos, 
bien de carácter constrictor, como el tromboxano A2 (TXA2), la endotelina-1 (ET-1) o la 
angiotensina II (Ang-II) (Buzzard y col., 1993; Yanagisawa y col., 1988; Manabe y col., 
1989) o bien de carácter dilatador, entre los que destaca principalmente el óxido nítrico 
(NO) (Ignarro y col., 1987; Moncada y col., 1988). El NO es sintetizado por las sintasas de 
óxido nítrico (NOS), que utilizan L-arginina y oxígeno molecular (O2) como sustrato, y 
dan lugar a la formación de L-citrulina y NO (Palmer y col., 1988). En el endotelio 
vascular, el NO es sintetizado constitutivamente por la sintasa de óxido nítrico endotelial 
(eNOS o NOS III). La vida media del NO es muy breve (entre 3 y 10 segundos) por lo que 
una vez formado difunde rápidamente hacia el músculo liso vascular subyacente donde 
estimula la actividad de la guanilato ciclasa soluble (sGC) provocando la relajación del 
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músculo liso, y por tanto del vaso, a través del aumento de guanosín monofosfato cíclico 
(GMPc) (Ignarro y col., 1987; Moncada y col., 1988; Murad, 1986). Además de ser un 
potente vasodilatador, el NO desempeña un papel muy importante en el mantenimiento de 
la homeostasis vascular (Ignarro y col., 1987). El NO es capaz de inhibir la agregación 
plaquetaria (Radomski y col., 1987), la proliferación del músculo liso vascular (Garg y 
Hassid, 1989) y la adhesión leucocitaria a la pared del vaso (Kubes y col., 1991). 
El marcador más temprano y común entre las enfermedades cardiovasculares, 
incluyendo la vasculopatía diabética, es la disfunción endotelial. Dicha disfunción se debe 
a la alteración funcional y/o estructural del endotelio vascular dando lugar al deterioro de 
las respuestas vasodilatadores dependientes de endotelio, debida principalmente a un 
disbalance entre las sustancias vasodilatadoras (principalmente una reducida 
biodisponibilidad de NO) y las sustancias vasoconstrictoras (mayor síntesis de 
prostanoides vasoconstrictores y ET-1) (Hopfner y Gopalakrishnan, 1999).  
Tanto en modelos animales (Durante y col., 1988; Oyama y col., 1986) como en 
pacientes diabéticos (Johnstone y col., 1993; Williams y col., 1996) se ha observado un 
empeoramiento de la función endotelial que favorece el desarrollo de enfermedades 
cardiovasculares. Esta disfunción endotelial también se caracteriza por un aumento de 
marcadores de inflamación, que se acompaña de un mayor depósito de proteínas 
extracelulares y un engrosamiento de la íntima (Rumble y col., 1997; Schofield y col., 
2002). Se han propuestos varios mecanismos para explicar la deficiente vasodilatación 
dependiente de endotelio descrita en pacientes diabéticos. Entre ellas se encuentra la 
disminución de NO por una menor síntesis de NO en el endotelio, bien por una expresión 
disminuida de la eNOS (Wilcox y col., 1997), o por una disminución de los niveles del 
sustrato, L-arginina (Palmer y col., 1988), o de los cofactores de la eNOS, como el flavin 
adenin dinucleótido (FAD), el flavin mononucleótido (FMN) y sobre todo la 
Introducción 
 15 
tetrahidrobiopterina (BH4) (Vásquez-Vivar y col., 1998). Asímismo, se ha descrito una 
inactivación acelerada del NO por especies reactivas de oxígeno (ROS), en particular por 
aniones superóxido (O-·) que al combinarse con el NO da lugar a la formación de 
peroxinitrito (ONOO·) (Li y Shah, 2004), especie muy reactiva cuya presencia ha sido 
descrita en enfermedades vasculares como la aterosclerosis, la diabetes y la hipertensión 
(Li y Shah, 2004; Touyz y Schiffrin, 2004; Spitaler y Graier, 2002). También puede haber 
un aumento en la síntesis de prostanoides vasoconstrictores que contrarresten el efecto 
vasodilatador del NO (Hopfner y Gopalakrishnan, 1999). Por último, se ha propuesto que 
la falta de respuesta vasodilatadora no es exclusivamente debida a la disfunción endotelial 
ya que puede aparecer una respuesta anormal a nivel del músculo liso vascular. En 
pacientes con diabetes tipo 2, las respuestas vasodilatadores en respuesta a donadores de 
NO exógenos fueron deficientes, apuntando la posible implicación de una disfunción del 
músculo liso vascular (Williams y col., 1996). 
 
 
DIABETES COMO ENFERMEDAD INFLAMATORIA 
En los últimos años han aparecido numerosas evidencias que relacionan la diabetes 
con el establecimiento de un estado inflamatorio crónico, por lo que la diabetes, al igual 
que la aterosclerosis, se considera actualmente como una enfermedad inflamatoria crónica 
de bajo grado (Aras y col., 2005). Desde entonces, numerosos estudios han demostrado un 
aumento de los niveles de diferentes marcadores de inflamación tanto en modelos animales 
de diabetes (El-Seweidy y col., 2002), como en pacientes diabéticos tipo 1 y 2 (Pickup y 
col., 2000; Erbagci y col., 2001; Moriwaki y col., 2003). 
Entre los marcadores de respuesta de fase aguda que están elevados en pacientes 
diabéticos tipo 2 y que acompañan a la disfunción endotelial, se incluyen el ácido siálico 
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sérico (Crook y col., 1993), la glicoproteína ácida α-1, la proteína C-reactiva (CRP), la 
proteína amiloide A sérica, el fibrinógeno y el cortisol (Myrup y col., 1996; Grau y col., 
1996; Arnalich y col., 2000). También se han encontrado elevados los niveles circulantes 
de citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral-α (TNF-α), la 
interleuquina 6 (IL-6), la interleuquina 1β (IL-1β) y la interleuquina 18 (IL-18) (Pickup y 
col. 2000; Kado y col., 1999; Erbagci y col., 2001). Estas citoquinas van a activar, 
mediante la unión a sus respectivos receptores de membrana, distintas cascadas de 
señalización intracelulares entre las que se incluyen las tres grandes vías de señalización de 
las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK), como son p38 MAPK, las 
quinasas reguladas por señales extracelulares 1/2 (ERK 1/2) o la quinasa N-terminal de c-
jun (JNK) (Kyriakis y Avruch, 2001; Raingeaud y col., 1995). Igualmente se ha descrito 
una mayor actividad de factores de transcripción génica implicados en procesos 
inflamatorios, tales como el factor de transcripción nuclear κB (NF-κB) o la proteína 
activadora-1 (AP-1) tanto en animales diabéticos (Nishio y col., 1998) como en pacientes 
diabéticos (Bierhaus y col., 2001), así como un aumento en los niveles de enzimas que 
juegan un papel muy importante en el proceso inflamatorio como son la óxido nítrico 
sintasa inducible (iNOS o NOS II) (Veelken y col., 2000) o la ciclooxigenasa-2 (COX-2) 
(Cosentino y col., 2003). En este ambiente inflamatorio, la disfunción endotelial se 
acompaña de un aumento en la expresión de moléculas de adhesión (CAMs) como la 
molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1) y la molécula de adhesión de células 
vasculares-1 (VCAM-1) y por tanto una mayor adhesión y migración de leucocitos 
(Cipollone y col., 2005). Este aumento de las CAMs ha sido observado tanto en el sistema 
cardiovascular de modelos de animales diabéticos (Tschope y col., 2005; Gao y col., 2006) 
como en pacientes diabéticos en los que se ha descrito un aumento en los niveles 
circulantes de las formas solubles de ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina (Kado y Nagata, 
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1999; Fogelstrand y col., 2004; Otsuki y col., 1997). Estas formas solubles de las 
moléculas de adhesión son considerados como marcadores de las complicaciones micro y 
macrovasculares y se relacionan con un aumento de la mortalidad por eventos 
cardiovasculares (Fasching y col., 1996; Jager y col., 2000; Soedamah-Muthu y col., 
2006). 
A causa de la elevación de estos mediadores inflamatorios, la diabetes mellitus está 
acompañada de una activación y mayor adhesividad al endotelio de leucocitos 
polimorfonucleares (PMN) (Shurtz-Swirski y col., 2001; Wierusz-Wysocka y col., 1987) y 
mononucleares (Cipollone y col., 2005), con una mayor actividad aterogénica y capaces de 
liberar especies reactivas de oxigeno, IL-1β y otros mediadores proteolíticos que dan lugar 
a la degradación de tejidos, contribuyendo al aumento del estrés oxidativo, con la 
subsiguiente inflamación y daño endotelial (Devaraj y Jialal, 2000). El reclutamiento 
excesivo de leucocitos a menudo conlleva la pérdida de funcionalidad de la célula 
endotelial lo que contribuye al establecimiento y perpetuación del estado inflamatorio, y se 
relaciona con algunos de los factores de riesgo cardiovascular (Smedly y col., 1986). 
Los pacientes diabéticos tipo 2 están expuestos a este aumento del estrés oxidativo 
y al estado inflamatorio crónico, antes incluso de cualquier manifestación de angiopatía 
(Shurtz-Swirski y col., 2001). En los últimos años, cada vez más autores apuntan que el 
estado inflamatorio precede a la aparición de resistencia insulínica, y por tanto a las 
manifestaciones clínicas de la diabetes mellitus tipo 2. En esta dirección, cada vez hay más 
evidencias de que un aumento del tejido graso, especialmente del tejido graso visceral, da 
lugar a una mayor liberación de mediadores inflamatorios, como ciertas citoquinas (IL-6 y 
TNF-α) (Mohamed-Ali y col., 1997; Hotamisligil y col., 1995), adipoquinas como la 
resistina y la visfatina (McTernan y col., 2002; Guzik y col., 2006), y quimiocinas como la 
proteína quimioatrayente de monocitos (MCP-1) (Chacón y col., 2007). Los niveles 
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plasmáticos de algunas de estas adipoquinas como la visfatina (Chen y col., 2006) o el 
MCP-1 (Chacón y col., 2006) se han encontrado elevadas en pacientes diabéticos. Estas 




Figura 1: Fuentes de liberación de citoquinas y otros agentes inflamatorios. Las 
citoquinas liberadas por los leucocitos y endotelio de las lesiones ateroscleróticas así 
como por el tejido adiposo dan lugar una mayor síntesis de proteínas de fase aguda, 
especialmente en el hígado, perpetuando un ambiente inflamatorio. 
 
 
Todos estos marcadores inflamatorios no son sólo factores de riesgo que 
predisponen al desarrollo de diabetes, sino que desempeñan un papel importante en el 
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desarrollo y establecimiento de enfermedades vasculares asociadas a la diabetes, como la 
aterosclerosis y las complicaciones renales (Moriwaki y col., 2003; Soedamah-Muthu y 
col., 2006; Guzik y col., 2006). 
 
TRANSPORTADOR DE GLUCOSA-1 (GLUT-1) 
El transporte de glucosa al interior celular está mediado por dos grupos de 
transportadores estructural y funcionalmente distintos: los cotransportadores de glucosa 
dependientes de sodio (SGLT) (Wright, 2001) y los transportadores facilitadores de 
glucosa independientes de sodio (GLUT) (Mueckler, 1985; Joost y Thorens, 2001). Los 
transportadores GLUT son una serie de glicoproteínas de membrana, de entre 45-60 kDa, 
pertenecientes a la familia de transportadores GLUT (Mueckler y col., 1985). Este 
transporte de glucosa consiste en un proceso de difusión facilitada que no requiere el gasto 
de energía por parte de la célula, estereoespecífico y saturable (Jones y Nickson, 1981). 
Hasta el momento se han identificado trece miembros de esta familia en mamíferos (Wood 
y Trayhurn, 2003), aunque algunos de ellos se han descartado por ser pseudogenes y no 
todos son transportadores de glucosa, sino que pueden transportar fructosa (GLUT-5) o 
mioinositol (HMIT1) (Joost y Thorens, 2001). Estos transportadores se expresan 
específicamente en diferentes  tipos de células o de tejidos y presentan diferentes cinéticas 
y sistemas de regulación reflejando una funcionalidad específica.  
GLUT-1 fue el primer transportador de glucosa purificado (Kasahara y Hinkle, 
1977) y clonado (Mueckler y col., 1985) de la membrana de eritrocitos humanos. Se trata 
de un transportador que puede presentar diferentes grados de glicosilación, altamente 
hidrofóbico que presenta 12 dominios transmembrana en α-hélice, de las cuales, al menos 
cinco, se juntan en la membrana para formar un compartimento acuoso por el cual la 
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glucosa y otros azúcares pueden atravesar la bicapa lipídica (Mueckler y col., 1985). Se 
trata de un transportador de alta afinidad (Km = 0,5-3,7 mM) pero baja capacidad, que bajo 
concentraciones fisiológicas de glucosa, actúa casi a la velocidad máxima de transporte 
(Mueckler, 1994; Mann y col., 2003).  
GLUT-1 es una isoforma que se expresa constitutivamente en multitud de células 
que desempeña un papel crucial en proporcionar y mantener los requerimientos basales de 
glucosa (Mann y col., 2003). GLUT-1 se expresa en células endoteliales y células de 
músculo liso vascular, siendo el transportador predominante en el endotelio vascular 
(Takata y col., 1990; Mann, 2003). También se han encontrado altos niveles de expresión 
de GLUT-1 en células epiteliales (Takata y col., 1990) y su coexistencia con la isoforma 
GLUT-4 en tejidos sensibles a insulina, como el tejido adiposo o el músculo esquelético, 
donde proporciona bajos niveles de glucosa necesarios para la actividad celular en reposo 
(Zorzano y col., 1989; Marette y col., 1992). 
Aunque GLUT-1 se expresa de manera constitutiva, su expresión puede ser 
modificada por diversos estímulos. De esta manera, los niveles de GLUT-1 pueden ser 
inducidos por diferentes factores de crecimiento como el factor de crecimiento derivado de 
plaquetas, el  factor de crecimiento de fibroblastos o el factor de estimulación de colonias 
de macrófagos granulocitos (Hiraki y col., 1988; Maraldi y col., 2006), por ésteres de 
forbol (Hiraki y col., 1988; Shikhman y col., 2001), por ET-1 (Fong y col., 2001), y por 
diferentes citoquinas como el TNF-α (Stephens y col., 1992; Shikhman y col., 2001) o IL-
1β (Bird y col., 1990; Shikhman y col., 2001). El aumento de transportadores GLUT-1 
puede deberse a una translocación hacia la membrana plasmática de vesículas donde se 
almacenan transportadores preexistentes, a una mayor estabilización del ARNm o a una 
estimulación de expresión génica que da lugar a una mayor síntesis de nuevos 
transportadores. La glucosa es también un estímulo capaz de modular la expresión de 
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GLUT-1 en la membrana celular, cuya concentración en el medio modifica inversamente 
los niveles de proteína y de ARNm de GLUT-1 (Walker y col., 1988; Tordjman y col., 
1990; Wertheimer y col., 1991). 
 
 
Figura 2: Estructura hipotética del transportador de glucosa GLUT-1. (A) 
Topología de las 12 hélices transmembrana de GLUT-1. (B) Organización de los 
aminoácidos de cada cadena formando una estructura hidrofílica (azul) que dará lugar 
a la parte interna del canal y otra hidrofóbica (amarillo) en contacto con la membrana 





El proceso de aterogénesis ha sido considerado durante mucho tiempo como la 
simple acumulación de lípidos en la pared vascular, ya que los niveles plasmáticos 
elevados de colesterol, especialmente de lipoproteínas de baja densidad (LDL), son uno de 
los principales factores de riesgo en el desarrollo de aterosclerosis (National Cholesterol 
Education Program). Sin embargo, el proceso aterogénico es una respuesta, a nivel 
molecular y celular, de carácter inflamatorio inducida por la acumulación de lípidos (Ross, 
1993). 
Las lesiones se forman por una respuesta inflamatoria y fibroproliferativa 
exagerada ante varias formas de daño en el endotelio y el músculo liso de la pared arterial. 
Así, un gran número de factores de crecimiento, citoquinas y moléculas vasoreguladoras 
participan en este proceso (Ross, 1993). 
La disfunción endotelial da lugar a una alteración de la homeostasis del endotelio, 
permitiendo una mayor permeabilidad y una mayor adhesión de plaquetas y leucocitos a la 
capa endotelial. Esta respuesta inflamatoria estimula la proliferación y migración de las 
células musculares lisas de la capa media a la íntima, dando lugar a un engrosamiento de la 
pared vascular (Rumble y col., 1997; Schofield y col., 2002). Al mismo tiempo, aumenta el 
reclutamiento e infiltración de macrófagos y de linfocitos T (Jonasson y col., 1986; van der 
Wal y col., 1992) que tras su activación liberan enzimas hidrolíticas, citoquinas, 
quimiocinas y factores de crecimiento, incrementando el estado inflamatorio ya presente 
(Libby y col., 1996; Tipping y Hancock, 1993). La acumulación concomitante de células 
mononucleares, la migración y proliferación de células del músculo liso vascular y la 
formación de tejido fibroso da lugar a la progresión y restructuración de las lesiones 
ateroscleróticas. Al mismo tiempo, los monocitos infiltrados son capaces de acumular en 
su interior moléculas de LDL oxidadas, convirtiéndose en células espumosas (Libby y col., 
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1996). En este punto la luz del vaso está considerablemente disminuida y los mecanismos 




Figura 3: Formación de la placa aterosclerótica. Existen diferentes fuentes de estímulos 
inflamatorios que dan lugar a la disfunción endotelial. La activación del endotelio promueve un 
mayor reclutamiento de leucocitos, los cuales migran a través de la capa endotelial y se establecen 
en la capa íntima del vaso. Los monocitos activados se convierten en células espumosas tras la 
acumulación de lípidos, mientras que las células de músculo liso de la capa adventicia migran y 
proliferan hacia la capa íntima. Estas células son capaces de sintetizar proteínas de la matriz de 
manera exagerada y diferentes agentes inflamatorios como citoquinas dando lugar a la formación 
de la capa fibrosa y al perpetuamiento de un ambiente inflamatorio, favoreciendo la prograsión de 
las lesiones ateroscleróticas. 
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Como se ha mencionado, la aterosclerosis también es considerada como una 
enfermedad inflamatoria crónica de bajo grado (Ross, 1993). En 1990, Barath y col.  
demostraron la presencia de TNF-α en las células de músculo liso y macrófagos de las 
placas mientras que Moyer y col. (1991) observaron la presencia de ARNm de IL-1 con 
una distribución similar. En estas lesiones se ha detectado la presencia de moléculas de 
adhesión que facilitan la adhesión de los monocitos al endotelio vascular (van der Wal y 
col., 1992; Davies y col., 1993; Wood y col., 1993). Así, se ha descrito la presencia de 
ICAM-1 y VCAM-1 en lesiones ateroscleróticas en arterias humanas (Poston y col., 1992; 
O’Brien y col, 1993; Wood y col., 1993). Tanto las citoquinas inflamatorias TNF-α e IL-1 
(Tipping y col., 1993), como las lipoproteínas de baja densidad oxidadas (LDLox) 
(Frostegard y col., 1993), y el aumento de las fuerzas de rozamiento en los vasos pueden 
incrementar la expresión de dichas moléculas (Nagel y col., 1994; Tsuboi y col., 1995;). El 
aumento de la expresión de ICAM-1 puede contribuir a la deposición de fibrinógeno y a la 
adhesión de macrófagos, seguida de la subsiguiente infiltración endotelial (Languino y 
col., 1993). La adhesion leucocitaria a la pared vascular representa el primer paso para el 
desarrollo de lesiones ateroscleróticas (Ross, 1993) 
Igualmente, se ha encontrado una mayor activación de NF-κB en el endotelio que 
recubre las lesiones ateroscleróticas, en las células de músculo liso, tanto en la capa media 
como en la capa íntima de las lesiones ateroscleróticas, y en macrófagos, apoyando la idea 
de que el proceso aterogénico es en sí mismo un proceso inflamatorio (Brand y col., 1996).   
 
PROCESO DE RODAMIENTO LEUCOCITARIO 
La migración de leucocitos desde la circulación hacia los tejidos es un paso crucial 
durante la respuesta inmune. Para ello es necesario el reclutamiento de estas células del 
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sistema inmune por parte del endotelio, siendo un proceso complejo en el que se requiere 
la interacción de diferentes receptores o ligandos expresados en la superficie endotelial con 
sus correspondientes receptores en las células del sistema inmune. (Springer, 1994, 
Bevilacqua y col., 1991, Albelda, 1991, Shimizu y col., 1991). 
La migración de las células inmunes es imprescindible para que se desencadene una 
respuesta de defensa por parte del hospedador ante un daño o infección. Sin embargo, esta 
respuesta puede volverse potencialmente dañina y contribuye a la etiopatogenia de muchas 
enfermedades y desórdenes inflamatorios. Tanto en modelos animales de diabetes 
(Sugimoto y col., 1997) como en pacientes diabéticos (Cipollone y col., 2005; Galkina y 
Ley, 2006), se ha descrito un aumento en el reclutamiento leucocitario y en la migración de 
leucocitos por parte del endotelio vascular, lo que parece predisponer a la formación y 
progresión de lesiones ateroscleróticas. 
El proceso de migración leucocitaria implica varias fases con la actuación de un 
grupo heterogéneo de moléculas de adhesión expresadas tanto en el endotelio vascular 
como en los leucocitos, siendo este proceso complejo y altamente específico. Al menos 
tres pasos, con múltiples opciones moleculares, dan lugar a una gran diversidad en las 
señales (Butcher, 1991). El primer paso en el proceso de reclutamiento leucocitario es la 
marginación de los leucocitos, cuando éstos abandonan la corriente central de las células 
sanguíneas e interaccionan con el endotelio a través de selectinas dando lugar al 
rodamiento de los leucocitos a lo largo de la capa endotelial de los vasos (Cohnheim, 
1889). Es en  las vénulas postcapilares donde se produce el grueso de la migración 
leucocitaria pero sólo en estados de inflamación (Fiebig y col., 1991). Este primer contacto 
es transitorio pero es donde los leucocitos pueden activarse y seguir con el reclutamiento 
celular, aunque ocasionalmente los leucocitos no llegan a activarse y se liberan del 
endotelio volviendo al torrente sanguíneo (Lawrence y Springer, 1991). Una vez activos, 
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los leucocitos establecen una interacción más fuerte con el endotelio permitiendo la 
migración del leucocito a través de la barrera endotelial hasta llegar a los tejidos 
subyacentes (Butcher, 1991; Lawrence y Springer, 1991). Esta firme adhesión y diapedesis 
está mediada por la interacción de integrinas expresadas en la superficie de los leucocitos 
activos con miembros de la superfamilia génica de las inmunoglobulinas expresadas en el 
endotelio (Butcher, 1991; Springer, 1994).  
 
 
Figura 4: Esquema del proceso de reclutamiento leucocitario. Primeramente se establecen 
interacciones entre las selectinas expresadas en leucocitos y endotelio provocando que los 
leucocitos rueden lentamente sobre la pared vascular. Esto provoca la activación de las integrinas 
en los leucocitos que interaccionarán con las proteínas de la familia de las Ig (ICAM-1 y VCAM-1) 
estableciendo uniones más consistentes hasta que el leucocito quede adherido al endotelio, 
facilitando su migración al espacio subendotelial. 
 
 
MOLÉCULAS DE ADHESIÓN 
Las moléculas de adhesión son proteínas de membrana que se expresan en 
leucocitos, células endoteliales y plaquetas que intervienen en la migración selectiva, 
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maduración, activación y función efectora de los leucocitos, no sólo bajo condiciones 
fisiológicas como ocurre en el mantenimiento de la homeostasis, sino también en 
condiciones patológicas como la inflamación. 
 
 
Figura 5: Proteínas que median interacciones célula-célula. Entre las diferentes 
proteínas encargadas en establecer interacciones entre células se encuentran las 
integrinas, que interaccionan con otras células o con la matriz extracelular; las 
caderinas, que forman uniones homofílicas; las selectinas cuyos ligandos son 
carbohidratos y las moléculas de adhesión que pertenecen a la superfamilia de las 
Ig, que establecen uniones homo y heterofílicas. 
 
Un requisito imprescindible para su entrada hacia los tejidos es que se den una serie 
de cambios a nivel molecular en la superficie de las células endoteliales vasculares que 
indiquen inflamación o daño tisular. La magnitud y duración de la respuesta depende de la 
naturaleza del estímulo inflamatorio, lo que indica que las moléculas implicadas en este 
proceso son diferentes o están diferencialmente reguladas (Springer, 1994). En los últimos 
quince años el uso de anticuerpos específicos ha permitido la identificación de diferentes 
moléculas de adhesión implicadas en la interacción entre leucocitos y el endotelio vascular 
dando lugar al reclutamiento, adhesión y migración leucocitaria. Estas moléculas 
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La familia de las selectinas son un grupo de moléculas de adhesión que unen 
carbohidratos a través de un dominio N-terminal tipo lectina dependiente de Ca+ 
(Bevilacqua y col., 1991; Rosen, 1993). Este grupo está formado por tres miembros: L-
selectina (Mel-14), P-selectina (GMP-140) y E-selectina (ELAM-1). L-selectina se expresa 
en todos los leucocitos circulantes (Lasky y col., 1989; Camerini y col., 1989). P-selectina 
se expresa constitutivamente, pero en respuesta a mediadores de inflamación aguda, tales 
como la trombina (Sugama y col., 1992), la histamina (Jones y col., 1993),  los radicales 
libres de oxigeno, varios neuropéptidos (Smith y col., 1993), el LPS o citoquinas 
proinflamatorias como TNF-α (Gotsch y col., 1993; Weller y col., 1992), la P-selectina es 
rápidamente movilizada hacia la membrana celular desde los cuerpos Weibel-Palade de las 
células endoteliales o desde los gránulos α de las plaquetas donde se encuentra almacenada 
(Johnston y col., 1989) Esta molécula es capaz de unir neutrófilos y monocitos e iniciar la 
fase más temprana del reclutamiento de leucocitos ante un evento inflamatorio (Lorant y 
col., 1993; Jones y col, 1993; Geng y col., 1990). E-selectina se expresa únicamente en la 
superficie de células endoteliales (Weller y col, 1992; Bevilacqua y col., 1989). Está 
implicada en la adhesión de neutrófilos, monocitos y células T (Bevilacqua y col., 1989; 
Shimizu y col., 1991). La expresión de E-selectina es inducida por diferentes citoquinas 
proinflamatorias como IL-1 y TNF-α (Weller y col., 1992; Bevilacqua y col., 1989), por 
neuropéptidos (Smith y col., 1993) así como por lipopolisacárido (LPS) bacteriano 
(Shimizu y col., 1991; Bevilacqua y col., 1989). 
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Las selectinas establecen uniones relativamente débiles entre los leucocitos y las 
células endoteliales de la pared vascular, permitiendo que los leucocitos rueden sobre el 
endotelio en el mismo sentido del flujo sanguíneo y que establezcan otro tipo de uniones 




Figura 6: Estructura de la familia de las selectinas. En la parte 
extracelular, las selectinas poseen un dominio lectina tipo C en el extremo 
amino-terminal (L), seguido de un dominio tipo factor de crecimiento 
epidermal (EGF) (E) y varios dominios reguladores (C). Además constan de 




Las integrinas son un grupo de moléculas de adhesión muy versátiles implicadas en 
gran variedad de procesos biológicos tales como el desarrollo embrionario, la reparación 
de tejidos, la angiogénesis, la inflamación y la hemostasis. (Springer y Wang, 2004; Hynes, 
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1992; Albelda y Buck, 1990; Sonnenberg, 1993). Cada integrina es un heterodímero 
formado por una subunidad α y una subunidad β unidas no covalentemente. Se agrupan en 
diferentes subfamilias caracterizadas por el tipo de cadena β que contienen. Median 
interacciones célula-célula y célula-matriz, transmitiendo señales de manera bidireccional a 
través de la membrana plasmática que da lugar a reorganizaciones estructurales a gran 
escala y, finalmente, producen la activación de los leucocitos, fenómeno caracterizado por 
la transición de un estado no adhesivo y de baja afinidad a un estado transitorio de gran 
afinidad (Hynes, 1992). Las integrinas que intervienen en la interacción leucocito-
endotelio pertenecen a las subfamilias β1, β2 y β7. Así, en la subfamilia β2 encontramos a la 
integrina αLβ2 (también conocida como CD11a/CD18 o antígeno asociado a la función 
leucocitaria-1 (LFA-1)) presente en la superficie de la mayoría de los leucocitos y que 
interactúa con el primer dominio Ig de las moléculas de adhesión intercelular (ICAMs) 
(Stanley y col., 1994). También pertenece a esta familia la integrina αMβ2 (CD11b/CD18 o 
Mac-1), presente fundamentalmente en macrófagos y granulocitos, asímismo capaz de 
unirse a ICAM-1 pero no a ICAM-2 o -3, por lo que se considera que Mac-1 es un receptor 
implicado en el reclutamiento de células mieloides hacia sitios de inflamación (Diamond y 
col., 1990). Un segundo grupo de integrinas es el formado por una cadena β1 combinadas 
con diferentes cadenas α, formando el grupo llamado de antígenos muy tardíos (VLA o 
very late antigens). Así, la integrina α4β1 (VLA-4 o CD49d/CD29) se expresa en 
leucocitos y se une a la molécula de adhesión de células vasculares-1 (VCAM-1) en células 
endoteliales, así como a fibronectina (Chan y col., 1992). También la integrina α4β7 
(CD49d/β7) es capaz de unirse a VCAM-1, a fibronectina y a la molécula de adhesión 





Figura 7: Estructura básica de las integrinas. Cada integrina está formada por dos 
glicoproteínas (una subunidad alfa y otra beta) transmembranas que comunican el 
exterior con el interior celular. La región extracelular puede unirse tanto a ligandos 
presentes en otras células, a proteínas de la matriz extracelular como la fibronectina y 
el colágeno o incluso a factores de crecimiento. El dominio intracelular se encuentra 
unido al citoesqueleto lo que permite una rápida reorganización de las integrinas en la 




Figura 8: Miembros de la familia de las integrinas. Hasta la fecha se conocen 18 
subunidades alfa y 8 subunidades beta en humanos. Las integrinas se unen formando 
heterodímeros entre una subunidad α y una β. Se conocen 24 integrinas diferentes con 
distinta especificidad al ligando, y diferentes distribución celular y tisular 
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Superfamilia de las inmunoglobulinas 
Las inmunoglobulinas (Ig) son proteínas que forman una gran superfamilia génica y 
que son reconocidas por receptores tipo integrina en las células inmunes. A esta 
superfamilia pertenecen miembros como la moléculas de adhesión intercelular-1, -2 y -3 
(ICAM-1, -2 y -3), la molécula de adhesión de células vasculares-1 (VCAM-1), la 
molécula de adhesión de células endoteliales y plaquetas (PECAM) y la molécula de 
adhesión celular adresina de la mucosa-1 (MAdCAM-1). Las uniones que establecen con 
sus receptores son más fuertes que aquellas que establecen las selectinas, por lo que dan 
lugar a una unión más sostenida de los leucocitos al endotelio de la pared vascular que 
favorece su migración (Butcher, 1991). 
 
 
Figura 9: Moléculas de Adhsión de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig). Los 
distintos miembros de esta familia constan de varios dominios tipo Ig en su región 
extracelular. Sus principales ligandos son miembros de la familia de las integrinas. 






Molécula de Adhesión Intercelular 1 (ICAM-1) 
La molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1 o CD54) es una glicoproteína de 
90 kDa que pertenece a la superfamilia génica de las inmunoglobulinas (Printseva y col., 
1991). Puede encontrarse diferencialmente glicosilada según el tipo celular donde se 
exprese, con lo que su peso molecular puede variar entre 80 y 114 kDa. (Dustin y col., 
1986)  
ICAM-1 se expresa en la superficie de diversos tipos celulares, incluyendo células 
endoteliales y epiteliales, macrófagos, células tipo fibroblastos y células dendríticas 
(Dustin y col., 1986). Posee cinco dominios tipo Ig que conforman la región extracelular, 
una pequeña cola citoplasmática y una región transmembrana (van de Stolpe y van der 
Saag, 1996). También puede encontrarse en plasma en forma soluble (sICAM-1), al 
escindirse proteolíticamente de la membrana celular (van de Stolpe y van der Saag, 1996). 
La concentración de sICAM-1 en el sobrenadante de células endoteliales se ha 
correlacionado con el nivel de expresión en membrana (Leeuwenberg y col., 1992). 
Muchos estudios han observado una clara relación entre un aumento de los niveles 
circulantes de sICAM-1 con alteraciones con base inflamatoria, entre ellas la diabetes 
(Gearing y col., 1992; Fasching y col., 1996) siendo marcadores de enfermedades 
vasculares (Jager y col., 2000; Soedamah-Muthu y col., 2006). 
Las células endoteliales expresan constitutivamente ICAM-1, pero ante un proceso 
inflamatorio los niveles de esta proteína en la superficie celular pueden ser incrementados 
por acción de citoquinas proinflamatorias como IL-1β, TNF-α e interfeón-γ (IFN-γ) así 
como con LPS (Dustin y col., 1986; Myers y col., 1992; Pober y col., 1986), ésteres de 
forbol (Wertheimer y col., 1992) y estrés mecánico (Nagel y col., 1994; Tsuboi y col., 
1995), mientras que su expresión puede ser inhibida por glucocorticoides (Cronstein y col., 
1992). ICAM-1 juega un papel muy importante en procesos inflamatorios, participando en 
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la migración de leucocitos activados (monocitos, neutrófilos y células T) hacia los sitios de 
inflamación y participando en la formación y establecimiento de lesiones ateroscleróticas 
(Poston y col., 1992; Iiyama y col., 1999). ICAM-1, tanto en su forma anclada a la 
membrana como en su forma soluble, se une a dos integrinas pertenecientes a la subfamilia 
β2, LFA-1 (Dustin y col., 1988; Marlin y Springer, 1987) y Mac-1 (Diamond y col., 1990; 
van de Stolpe y van der Saag, 1996). También se ha descrito su capacidad para unir otros 
ligandos como CD43 (molécula tipo mucina expresada por neutrófilos, monocitos, 
linfocitos T y B) (Rosenstein y col., 1991; Ardman y col., 1992), la molécula soluble de 
fibrinógeno (Languino y col., 1993) y el ácido hialurónico (McCourt y col., 1994). Por otro 
lado, es capaz de actuar como receptor para ciertos rinovirus (Staunton y col., 1989; Greve 
y col., 1989) y para eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum. (Berendt y col., 
1989; Ockenhouse y col., 1992), pero sólo el lugar de unión para LFA-1 se encuentra 
altamente conservado entre especies, apuntando a LFA-1 como el ligando más importante 
de ICAM-1 (Manning y col., 1995; Ockenhouse y col., 1992) 
Otros miembros pertenecientes al grupo de las moléculas de adhesión intercelular 
son ICAM-2 (CD102) con dos dominios tipo Ig, presente en leucocitos, plaquetas y 
endotelio, y que también se une a LFA-1 (Staunton y col., 1989). A diferencia de los otros 
miembros de la familia, la expresión de ICAM-2 es constitutiva en el endotelio y no es 
inducible por citoquinas proinflamatorias (Staunton y col., 1989; Nortamo y col., 1991). 
Desempeña un papel importante en el tráfico leucocitario en tejidos no inflamados, 
participando en la recirculación de linfocitos (de Fougerolles y col., 1991). El tercer 
miembro, ICAM-3 (CD58), está formado por cinco dominios tipo Ig (Fawcett y col., 1992; 
de Fougerolles y Springer, 1992). Está presente en células endoteliales y leucocitos, pero 
además es la única que se expresa en neutrófilos (de Fougerolles y Springer, 1992). 
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La expresión de ICAM-1 en la superficie celular parece estar regulada 
fundamentalmente a nivel transcripcional aunque también puede darse la estabilización del 
ARN mensajero (ARNm) (Wertheimer y col., 1992). La expresión génica de ICAM-1 se 
encuentra modulada por varios factores de transcripción. Así se han encontrado dos 
elementos de unión para NF-κB, así como para Sp-1 y AP-1, en la región promotora del 
gen que codifica para ICAM-1 (Voraberger y col., 1991; Degitz y col., 1991).  
 
Molécula de Adhesión de Células Vasculares-1 (VCAM-1) 
La molécula de adhesión de células vasculares-1 (VCAM-1) también conocida 
como CD106 o INCAM-110 es una proteína de 110 kDa perteneciente a la superfamilia de 
las inmunoglobulinas descrita inicialmente como molécula de adhesión endotelial inducida 
por citoquinas inflamatorias y LPS (Rice y Bevilacqua, 1989; Osborn y col., 1989). 
VCAM-1 une monocitos, células T y eosinófilos circulantes que expresen algunos de sus 
ligandos, la integrina VLA-4 o la integrina α4β7 (Elices y col., 1990; Chan y col., 1992). 
VCAM-1 se expresa en células endoteliales de la pared vascular, células dendríticas y 
células de músculo liso vascular (Couffinhal y col., 1993; Osborn y col., 1989). Las células 
endoteliales, en condiciones fisiológicas no expresan VCAM-1 en su superficie, sin 
embargo, la activación del endotelio por IL-1β, TNF-α o LPS da lugar a inducción de la 
transcripción génica (Marui y col., 1993) y la expresión de esta proteína (Osborn y col., 
1989; Swerlick y col., 1992), en células endoteliales a través de la activación de NF-κB. 
Estudios de la región promotora del gen que codifica VCAM-1 contiene dos lugares en 
támdem de unión a NF-κB, (en la posición -63 y -77) necesarias para la respuesta 
transcripcional inducida por citoquinas (Neish y col., 1992; Iademarco y col., 1992). 
Igualmente se ha descrito la presencia de sitios de unión para AP-1 en el promotor de 
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VCAM-1 (Cybulsky y col., 1991). La expresión de VCAM-1 en la superficie celular da 
lugar a una firme adhesión celular y facilita la migración de leucocitos desde el torrente 
sanguíneo hacia los tejidos inflamados, por lo que la expresión vascular de VCAM-1 se ha 
asociado a una variedad de procesos inflamatorios y a la aparición de lesiones 
ateroscleróticas (Cybulsky y Gimbrone, 1991; Iiyama y col., 1999). VCAM-1 está formada 
por seis o siete dominios tipo Ig (VCAM-6D o VCAM-7D) (Hession y col., 1991; 
Cybulsky y col., 1991; Osborn y col., 1992) y se expresa tanto en grandes como en 
pequeños vasos tras la activación del endotelio. También existe una forma soluble de esta 
molécula (sVCAM-1) que es liberada proteolíticamente de la superficie celular y que, al 
igual que sICAM-1, es un marcador de riesgo cardiovascular (Jager y col., 2000; 
Soedamah-Muthu y col., 2006). 
 
 
PROTEÍNAS QUINASAS ACTIVADAS POR MITÓGENOS (MAPKs) 
Las rutas de señalización de las proteínas quinasas activadas por mitógenos 
(MAPKs) se encuentran entre los mecanismos de regulación de células eucariotas más 
extendidos. Las MAPKs forman una familia de quinasas que fosforilan residuos de 
serina/treonina y que responden ante una gran variedad de estímulos que actúan a través de 
diversas familias de receptores, incluyendo hormonas y factores de crecimiento, citoquinas 
pro-inflamatorias, péptidos vasoactivos y diferentes tipos de estímulos de estrés ambiental, 
como radiación ionizante, choque osmótico y daño isquémico (Kyriakis y Avruch, 2001). 
Las MAPKs intervienen en multitud de procesos tan diversos como el ciclo celular, 
proliferación y diferenciación, muerte celular, transcripción génica e inflamación (Kyriakis 
y Avruch, 2001).  
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Las vías de las MAPKs están formadas por tres grandes niveles constituidos por 
grupos de enzimas quinasas que se fosforilan sucesivamente, activándose las cascadas de 
señalización. En un primer nivel se encuentran las denominadas MAPK quinasas quinasas 
(MAPKKK o MAP3K) que pueden ser activadas mediante fosforilacion. Estas MAP3K 
son capaces de fosforilar al grupo de quinasas que forman el segundo nivel de activación, 
las MAPK quinasas (MAPKK o MKK) que se encargan de activar las propias MAPK, que 
estarían formando el tercer nivel, mediante la fosforilación en los residuos treonina (Thr) y 
tirosina (Tyr) (Kyriakis y Avruch, 2001). 
  Hasta el momento se han descrito, cuatro rutas diferentes y paralelas de MAPK que 
incluyen la ruta de las quinasas reguladas por señales extracelulares 1/2 (ERK 1/2) o ruta 
de p42/p44 MAPK (Boulton y col., 1991), compuesta por dos proteína quinasas 
estrechamente relacionadas, implicadas en procesos de regulación del ciclo celular, 
diferenciación y procesos inflamatorios (Robbins y col., 1992; Kuldo y col., 2005). En 
1994 se identificaron otras dos rutas independiantes de MAPKs en mamíferos, la ruta de la 
quinasa NH2-terminal de c-Jun (JNK), también denominada proteína quinasa activada por 
estrés (SAPK) (Kyriakis y col., 1994) y la ruta de p38 MAPK (Han y col., 1994). JNK está 
compuesta por las isoformas p46/p54, también denominadas JNK1 y JNK2 (Kyriakis, 
1994). Su activación depende de la fosforilación dual de los residuos treonina y tirosina del 
motivo Thr-Pro-Tyr a través de las quinasas de JNK 1 (JNKK1 o MKK4) (Dérijard y col., 
1995).  La activación de p38 MAPK depende de la fosforilación de los residuos Thr y Tyr 
del motivo Thr-Gly-Tyr por las quinasas MKK3 y MKK6 (Dérijard y col., 1995; 
Raingeaud y col., 1996). Ambas rutas son activadas por estrés ambiental (choque 
osmótico, choque térmico, radiación UV), por LPS y por citoquinas (Kyriakis y Avruch, 
2001; Raingeaud y col., 1995).  
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En 1995 se identificó un cuarto miembro de la familia de las MAPKs, la gran 
quinasa 1 (BMK1) también conocida como quinasa regulada por señales extracelulares 5 
(ERK5) que es sensible a estrés osmótico y estrés oxidativo (Lee y col., 1995). 
 
Figura 10: Representación esquemática de las rutas de transducción de señales de 
la familia MAPKs. Se conocen cuatro familias independientes de MAPKs, pero 
pueden interaccionar entre ellas. Pueden ser activadas por diferentes estímulos como 
citoquinas, factores de crecimiento y estrés ambiental. 
 
 
Los distintos miembros de MAPK son capaces de interactuar unos con otros de 
manera muy compleja. En los últimos años se ha descrito que, tanto en mamíferos como en 
levaduras, estas rutas paralelas de MAPK, junto con la ruta del factor de transcripción NF-
κB, son claves para la respuesta ante estímulos inflamatorios o de estrés. Asimismo, 
dependiendo del tipo celular, las MAPK pueden ser simultánea e independientemente 
estimuladas por IL-1β (Chen y col., 2000) y TNF-α (Zhou y col., 2007). Por ello, las 
MEK1       MEK2 MKK3     MKK6 MKK4     MKK5 
      ERK 1/2                      p38                 JNK        ERK 5 
 Elk-1                ATF2                    ATF2            ? 
                 Elk-1                     Elk-1 
                                   c-jun 
Factores de crecimiento 




Factores de crecimiento 
Raingeaud y col. 1996; Luo y Reidy, 2002 
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MAPKs se han convertido en potenciales dianas terapéuticas para nuevos fármacos 
antiinflamatorios (Kyriakis y Avruch, 2001).  
 
Quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK) 
 El descubrimiento del primer grupo de MAPKs en mamíferos se produjo en 1987 
con la identificación de las MAPKs p44 y p42 (Ray y Sturgill, 1987), más tarde 
denominadas como quinasas reguladas por señales extracelulares 1 y 2 (ERK 1/2) (Boulton 
y col., 1991). Estas dos isoformas, estrechamente relacionadas entre sí, son activadas 
mediante la doble fosforilación de dos residuos, treonina y tirosina, próximos entre sí (Thr-
Glu-Tyr) (Boulton y col., 1991). La cascada de señalización de la familia ERK está 
compuesta por los miembros Ras, Raf-1, MAPK/ERK quinasa 1/2 (MEK 1/2), y ERK 1/2 
(Widmann y col., 1999; Brunet y Pouyssegur, 1997; Joneson y col., 1998). Existen dos 
isoformas de ERK: ERK1 y ERK2, también denominadas p44 y p42. ERK 1/2 se activan 
por diferentes estímulos, como estrés mecánico (Sumpio y col., 2005), péptidos 
vasoactivos como la Ang-II (Guo y col., 2006), por factores de crecimiento y por 
citoquinas inflamatorias (Kuldo y col., 2005). La activación de ERK está implicada en el 
proceso de diferenciación celular y con eventos relacionados con el ciclo celular (Robbins 
y col., 1992). La cadena de activación de la familia de ERK 1/2 ocurre en el citoplasma. 
ERK 1/2 es el único miembro de su ruta capaz de movilizarse desde el citoplasma hacia el 
núcleo tras su activación, permitiendo contactar con sus sustratos para su fosforilación 
(Lenormand y col., 1993). 
Las distintas rutas de MAPKs pueden interrrelacionarse entre sí. Así ERK 1/2 
regula la expresión de la MAPK fosfatasa 2 (MKP2) la cual defosforila JNK, es decir, que 
ERK 1/2 es capaz de regular la actividad de JNK (Paumelle y col., 2000; Surapisitchat y 
col., 2001). ERK 1/2 puede modular la transcripción de genes inflamatorios regulando los 
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componentes de AP-1, ya que es capaz de inducir la síntesis de c-fos y otros miembros de 
la familia Fos (Chakraborti y Chakraborti, 1998). Asímismo, es capaz de modular la 
activación de NF-κB (Vanden Berghe y col., 1998).  
La activación de ERK 1/2 se ha relacionado con la etiología de las complicaciones 
que acompañan a la diabetes. En modelos animales de diabetes se ha descrito un aumento 
de la fosforilación, y por tanto de la activación, de ERK 1/2 (Awazu y col., 1999). 
Igualmente, en pacientes diabéticos con nefropatía diabética se han encontrado aumentados 
los niveles activados de ERK 1/2 (Wong y col., 2007).  
 
 
FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN NUCLEAR-κB (NF-κB) 
El factor nuclear NF-κB es un factor de trascripción génica, expresado en la 
mayoría de tipos celulares (Barnes y Karin, 1997), que desempeña un importante papel en 
la regulación de un gran número de genes inducibles implicados en procesos de 
inflamación y proliferación celular (Lenardo y Baltimore, 1989; Baeuerle, 1991, Collins y 
col., 1993). Así, se conocen al menos 150 genes regulados por NF-κB entre los que se 
encuentran numerosos genes relacionados con el desarrollo y perpetuación de un ambiente 
inflamatorio que fomenta el desarrollo de las complicaciones vasculares asociadas a la 
diabetes (Collins y Cybulsky, 2001). Entre estos genes se encuentran los que codifican 
para citoquinas inflamatorias como la IL-1β y el TNF-α, quimiocinas como MCP-1 y las 
moléculas de adhesión ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina (Kuldo y col., 2005).  
NF-κB forma complejos diméricos a partir de diferentes proteínas de la familia Rel: 
RelA o p65, RelB, c-Rel, NF-κB1/p50 y NF-κB2/p52 (Beinke y Ley, 2004). Estas dos 
últimas proteínas son sintetizadas como p105 y p100, respectivamente, las cuales sufren 
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posteriormente una proteolisis parcial dando lugar a las proteínas NF-κB1/p50 y NF-
κB2/p52 maduras (Beinke y Ley, 2004). Los complejos de NF-κB pueden formarse por la 
unión de dos subunidades iguales, como es el caso del homodímero formado por dos 
subunidades p50 o por la unión de dos subunidades diferentes, formando heterodímeros, de 
los cuales el más frecuente es el formado por las subunidades p65 y p50 (Grilli y col., 
1993; Baeuerle y Henkel, 1994). 
En mamiferos, la actividad de NF-κB está fuertemente regulada por la familia de 
proteínas inhibidoras de κB (IκB), formada por varios miembros: IκBα, IκBβ, IκBγ, p100 
y p105 (los precursores de p52 y p50) (Baeuerle y Baltimore, 1988). En estado inactivo, 
los dímeros de NF-κB se encuentran en el citosol unidos a una de estas proteínas 
inhibidoras (Baeueler y Baltimore, 1988). La estimulación por agentes proinflamatorios 
como la IL-1β o el TNF-α (Chen y col., 2000; Zhou y col., 2007), especies reactivas de 
oxígeno o el LPS activan los complejos IκB quinasa (IKK) (Karin, 1999), dando lugar a la 
fosforilación y poliubiquitinización, de la proteína inhibidora IκB (Baeuerle, 1991) y a su 
posterior degradación a través del proteasoma 26S, liberando los dímeros de NF-κB 
(Traenckner y col., 1994). Una vez activos, los dímeros de NF-κB se translocan al núcleo y 
allí se unen a la secuencia consenso (5’-GGGACTTTCC-3’) presente en el promotor de 
diversos genes, iniciándose su transcripción. Tal es el caso de los promotores de las 
moléculas de adhesión ICAM-1 (Voraberger y col., 1991; Degitz y col., 1991) y VCAM-1 
(Neish y col., 1992; Iademarco y col., 1992) así como de las enzimas iNOS (Lafuente y 
col., 2008; Yan y col., 1999; Kolyada y Madias, 2001) y COX (Kuldo y col., 2005). Ya 
que NF-kB activo regula la transcripción de numerosos genes implicados en inflamación y 
está presente en lesiones ateroscleróticas (Brand y col., 1996), NF-kB se considera como 










Figura 11: Factor de transcripción nuclear NF-κB: (A) Diagrama de la estructura 
de los dos tipos de proteínas de la familia NF-κB/Rel (tipo I y II). Ambos tipos poseen 
un dominio N-terminal de unión al ADN, donde también se encuentra el punto de 
dimerización y el sitio de unión a la proteína inhibidora IκB. El extremo C-terminal de 
las proteínas tipo I posee actividad represora, mientras que el dominio C-terminal del 
tipo II tiene función activadora. (B) Vista transversal y (C) lateral de la estructura 




Figura 12: Diagrama esquemático de la activación de NF-κB. La activación de NF-κB 
implica la fosforilación de la proteína inhibidora IκB por las quinasa IκB (IKK) específicas y 
su posterior degradación proteolítica por el proteasoma. El NF-κB libre y activo migra al 
núcleo donde se une a secuencias específicas en las regiones promotoras de genes implicados 













   El objetivo global de este trabajo fue estudiar si la elevación de la concentración 
extracelular de D-glucosa puede actuar como un estímulo inflamatorio directo 
promoviendo la expresión de moléculas de adhesión y el reclutamiento leucocitario por 
parte del endotelio vascular.  
 
Los objetivos concretos del trabajo fueron: 
1. Estudiar el efecto directo de la elevación extracelular de D-glucosa sobre la 
expresión de las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1 en células endoteliales 
de vena de cordón umbilical humano (HUVEC) en cultivo. Asimismo, estudiar 
dicho efecto en presencia de un estímulo inflamatorio conocido, como es la 
citoquina inflamatoria IL-1β. 
2. Analizar el efecto de la elevación de D-glucosa, sola o en combinación con IL-1β, 
sobre la activación de moléculas de señalización implicadas en procesos 
inflamatorios, en particular ERK 1/2 y NF-κB, e investigar su implicación sobre la 
expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en HUVEC. 
3. Estudiar si la elevación extracelular de D-glucosa se traduce en una elevación 
intracelular de D-glucosa en HUVEC. De manera similar estudiar si la IL-1β 
promueve un aumento de la concentración de D-glucosa intracelular. 
4. Estudiar in vitro la repercusión funcional del aumento de las moléculas de adhesión 
ICAM-1 y VCAM-1, estudiando la adhesión leucocitaria en HUVEC mediante una 
cámara de flujo. 
5. Investigar si dicha repercusión funcional observada es trasladable a un modelo de 
rata in vivo, analizando la influencia de la elevación de D-glucosa, sola o en 
presencia de IL-1β, sobre diferentes parámetros de tráfico leucocitario estudiados 
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Obtención de cultivos celulares 
 Las células endoteliales se obtuvieron de vena de cordón umbilical humano 
(HUVEC), utilizando en cada extracción celular tres cordones umbilicales con un 
protocolo aprobado por el comité ético del Hospital Universitario de Getafe (Peiró y col., 
2007). Los cordones se recogieron  en tubos estériles con medio de cultivo Eagle 
modificado por Dulbecco (DMEM; Biological Industries, Beit Haemek, Israel), 
suplementado con 0,1 % de seroalbúmina bovina (BSA), 100 U/ml de penicilina, 100 
µg/ml de sulfato de estreptomicina, 2,5 µg/ml de anfotericina B y 0,05% de heparina. 
Antes de la extracción de las células endoteliales, los cordones se lavaron con solución 
salina tamponada con fosfato (PBS) estéril para eliminar restos de sangre y coágulos. Tras 
limpiar el interior de la vena con PBS, uno de los extremos del cordón se cerró con una 
pinza de clampar estéril y por el otro extremo se introdujeron 2 ml de una solución de 
colagenasa tipo II (2 mg/mL) disuelta en PBS y previamente filtrada. Tras clampar el otro 
extremo del cordón, se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente permitiendo así 
la acción del enzima (Imagen 1). Pasado el periodo de incubación, se cortó uno de los 
extremos del cordón y se recogió en una placa de Petri estéril la solución de colagenasa 
arrastrando células endoteliales y hematíes. Para obtener el mayor número de células 
posibles, se lavó el interior de la vena con PBS, recogiéndose  todo el eluyente. Este se 
añadió a un tubo estéril que contenía DMEM con 10% de suero fetal bovino (FCS; 
Biological Industries, Beit Haemek, Israel) y se centrifugó a 1000 rpm durante 10 minutos. 
El precipitado resultante, se resuspendió y se centrifugó en las mismas condiciones 
repitiéndose este proceso otras dos veces hasta obtener el precipitado lo más limpio posible 
de glóbulos rojos. Tras la última centrifugación, el precipitado final se resuspendió en 
medio M199 (Biological Industries, Beit Haemek, Israel) suplementado con 20% de FCS, 
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25 µg/ml de suplemento de crecimiento de células endoteliales (ECGS), 100 µg/ml de 
heparina y los antibióticos anteriormente mencionados, y se sembró en una placa de cultivo 
de 60 mm de diámetro cubierta previamente con colágeno tipo I disuelto en ácido acético 
0,1 M al 0,03%. Este primer cultivo de células endoteliales se incubó en una estufa a 37º C 
con una atmósfera del 5% de CO2, reemplazando el medio de cultivo cada dos días hasta 
alcanzar la confluencia. Para los experimentos posteriores se utilizaron las células entre los 
pases 1 y 5, que se realizaron mediante la utilización de tripsina al 0,05% (Imagen 2). 
Para los ensayos de adhesión en condiciones de flujo, la línea celular de leucocitos HL-60 
se obtuvo de American Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, USA) y se 
cultivó en medio RPMI-1640 (Biowhittaker, Walkersville, MD, USA) suplementado con 
10% FCS y antibióticos. 
 
 
        
    Imagen 1. Extracción de células endoteliales a partir del cordón umbilical humano 
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Imagen 2. Cultivo primario de células endoteliales de vena de cordón umbilical humano 




Una vez establecido el cultivo se caracterizaron las células obtenidas con el fin de 
corroborar el tipo y la pureza del cultivo. Las células obtenidas formaron una monocapa 
con aspecto de empedrado, característica de las células endoteliales, y mediante la técnica 
de inmunofluorescencia indirecta se observó una tinción positiva frente al factor de Von 
Willebrand o factor VIII (Jaffe y col., 1973). Para su localización, se empleó un anticuerpo 
primario policlonal frente al factor VIII de células endoteliales (dilución 1/100; DAKO 
Corporation, CA, USA) y posteriormente un anticuerpo secundario unido a rodamina 
(dilución 1/100; Chemicon, Temecula, CA, USA). La técnica de inmunofluorescencia 
indirecta se explica con detalle más adelante. 
 
Protocolo experimental en cultivo celular 
Una vez establecidos cultivos celulares confluentes, se realizaron curvas con 
diferentes concentraciones de IL-1β (0,1 a 10 ng/ml) y de D-glucosa (5,5, 11 y 22 mM) 
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durante 18 h. Para los posteriores experimentos, las HUVEC se trataron durante 18 h con 5 
ng/ml de IL-1β , en presencia de 5,5 ó 22 mM de D-glucosa. 
 
Citometría de flujo 
Tanto la expresión de las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1 como del 
transportador de glucosa GLUT-1 se analizó mediante la técnica de citometría de flujo 
utilizando anticuerpos específicos. Para ello se sembraron las HUVEC en placas de 6 
pocillos y tras el tratamiento mencionado anteriormente, se recogieron las HUVEC 
utilizando una solución de tripsina disuelta en PBS al 0,05% y se fijaron con 
paraformaldehído al 2 % durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras lavar con PBS, 
se incubó con una solución de PBS con 3% de BSA durante 30 minutos con el propósito de 
bloquear la unión de los anticuerpos a sitios inespecíficos. Posteriormente, se añadió el 
anticuerpo primario monoclonal frente a ICAM-1 (clon 6.5B5), VCAM-1(clon IE5) ambos 
de Chemicon, (Temecula, CA, USA) o GLUT-1 (N-terminal; Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA) diluidos 1/100 en una solución de PBS con 0,5% de BSA durante 
30 min a temperatura ambiente. A continuación, y tras lavar con PBS, se añadió el 
anticuerpo secundario apropiado unido al fluoróforo Alexa Fluor 488 (Molecular Probes-
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA; dilución 1/250) en PBS con 0,5% de BSA 
durante 30 min a temperatura ambiente. Las células se resuspendieron en 500 µl de PBS y 
se mantuvieron a 4º C en oscuridad hasta su análisis en el citómetro de flujo FACScan (BD 
Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA). Para el análisis, primero se seleccionó la población 
celular según su tamaño y su complejidad (figura 13). A continuación, se midió la 
intensidad de fluorescencia excitando el fluoróforo del anticuerpo secundario a 488 nm y 
recogiendo la luz emitida a 519 nm utilizando el programa informático Cell Quest (BD 
Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA). 


















































Figura 13: Citometría de flujo. (A) Diagrama de puntos obtenido por citometría de flujo 
para la selección de la población celular a estudiar, HUVEC, seleccionada según el tamaño 
(FS) y la complejidad celular (SS). (B) Esquema explicativo del fundamento de la técnica de 
citometría de flujo. 
B 
A 
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Inmunofluorescencia indirecta 
Las HUVEC se sembraron en cristales circulares estériles de 12 mm de diámetro 
(Menzel Glaser, Braunschweig, Alemania) y se dejaron crecer en medio M199 
suplementado con 20% de FCS. Tras el tratamiento correspondiente, se visualizó el factor 
VIII, ICAM-1, VCAM-1, NF-κB y GLUT-1 mediante inmunofluorescencia indirecta 
según el protocolo descrito (Peiró y col., 2003). Primeramente, se eliminaron los restos de 
medio lavando suavemente con PBS y a continuación las células se fijaron con 
paraformaldehído al 4 % durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras lavar con PBS, 
los sitios de unión inespecífica se bloquearon y se permeabilizó la membrana celular 
mediante una solución de PBS con suero de cabra al 4 % y Tritón X-100 al 0,1 %, durante 
1 hora a temperatura ambiente. A continuación, se añadieron los anticuerpos primarios 
frente al factor VIII (1/100), ICAM-1, VCAM-1, la subunidad p65 de NF-κB 
(Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA) o GLUT-1 todos ellos diluidos 1/100 en 
una solución de PBS con suero de cabra al 2 % y Tritón X-100 al 0,1 % y se incubaron a 4º 
C durante toda la noche. Posteriormente, las preparaciones se lavaron con PBS y se 
incubaron los anticuerpos secundarios correspondientes en cada caso unidos a rodamina 
(1/100) o Alexa Fluor 488 (1/250) durante 1 hora a temperatura ambiente, en la misma 
solución de PBS con suero de cabra al 2 % y Tritón X-100 al 0,1 %. Finalmente, tras lavar 
exhaustivamente con PBS, las preparaciones se montaron sobre un portaobjetos utilizando 
un medio acuoso rico en glicerol, que contenía 0,5 µM de 4,6-diamidino-2-fenilindol 2HCl 
(DAPI; Molecular Probes-Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), colorante 
fluorescente que se une fuertemente al ADN, con el fin de visualizar los núcleos. En el 
caso de la inmunolocalización de NF-κB se utilizó únicamente el medio de montaje sin 
DAPI con el fin visualizar el factor de transcripción translocado al interior del núcleo 
evitando el  solapamiento de las longitudes de onda a la que emiten el DAPI (461 nm) y el 
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fluoróforo del anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 (519 nm). Como control de la 
técnica se siguieron todos los pasos mencionados exceptuando el anticuerpo primario 
confirmando así que la tinción observada era específica y no se debía al fondo producido 
por la fluorescencia del anticuerpo secundario unido inespecíficamente. Las preparaciones 
se visualizaron con un microscopio de epifluorescencia Eclipse TE300 (Nikon, Tokio, 
Japón) y las imágenes se captaron con una cámara SPOT 1.3.0 acoplada al microscopio 
(con un objetivo de 40x y un ocular de 10x), utilizando como soporte informático el 
programa Adobe Photoshop 6.0. En cada experimento las microfotografías de las 
preparaciones se captaron en las mismas condiciones de tiempo y ganancia. 
 
Western blot 
Los niveles de ERK 1/2 y de su forma fosforilada, así como del transportador 
GLUT-1, se cuantificaron mediante la técnica de Western blot. Para ello, se dejaron crecer 
las HUVEC en placas de Petri de 60 mm de diámetro. Una vez alcanzada la confluencia, 
las células fueron tratadas según el protocolo. En el caso de ERK 1/2 se utilizaron 
diferentes tiempos de incubación (5 – 60 min) para ver el curso de activación de ERK 1/2 a 
lo largo del tiempo. Para la cuantificación de GLUT-1, las HUVEC se trataron con 
concentraciones crecientes de IL-1β (0,1 a 10 ng/ml) o se incubaron en medio con 
diferentes concentraciones de D-glucosa (5,5 a 22 mM) durante 18 h. Paralelamente, las 
células fueron tratadas con IL-1β (5 ng/ml) en presencia de 5,5 ó 22 mM de D-glucosa. 
Para la extracción de proteínas, tras cumplirse el tiempo de tratamiento, las células se 
lavaron con PBS y se añadió 150 µl de tampón de lisis [25 mM de Tris pH 7,9, 0,5 mM de 
EDTA y los inhibidores de proteasas, 0,5 mM de fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), 12,5 
µg/ml de aprotinina y 10 mM de ortovanadato sódico] y se dejó actuar durante 5 minutos 
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en hielo. Se utilizaron raspadores especiales para ayudar a la lisis celular mediante rotura 
mecánica de las membranas celulares. Los lisados celulares obtenidos se dejaron en hielo 
durante 15 min y se centrifugaron durante 1 min a 13.000 rpm a 4º C, desechando el 
precipitado y recogiendo el sobrenadante para medir la concentración de proteínas totales 
por el método colorimétrico del ácido bicinconínico (BCA ; Pierce, Rockford, IL, USA). 
Las muestras obtenidas se guardaron a -80º C hasta su posterior análisis. 
Para la cuantificación de estas proteínas, los extractos celulares se separaron por 
electroforesis en condiciones desnaturalizantes sometidos a una corriente constante de 110 
V, utilizando para ello geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%. Para ello, y una 
vez cuantificados los extractos proteícos, se utilizaron 20 µg de proteínas diluídas en 
tampón de Laemli 4x [125 mM de Tris, 2% de dodecilsulfato sódico (SDS), 5% de 
glicerol, 1% de β-mercaptoetanol y 0,025% de azul de bromofenol] y se hirvieron las 
muestras durante 5 min a 100º C. Una vez separadas las proteínas se transfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa con un poro de 0,45 µm de diámetro (Schleider & Schuell 
BioScience, NH, USA) durante 3 horas a 300 mA constantes. Una vez transferidas las 
proteínas, la membrana se incubó durante 1 h a Tª ambiente con una solución de Tris 0,4 
M (pH 7,5), cloruro sódico (0,3 M) y 0,2% de Tween-20 (TBS-T) y 5% de leche en polvo 
desnatada para bloquear la unión de los anticuerpos posteriormente utilizados a sitios 
inespecíficos. A continuación se incubó la membrana con un anticuerpo policlonal contra 
ERK 1/2 o p-ERK 1/2 (dilución 1/1.000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA) y 
GLUT-1 durante toda la noche a 4º C, seguido de la incubación durante 1 h a Tª ambiente 
con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) capaz de 
reconocer los anticuerpos primarios policlonales empleados (dilución 1/10.000; BioRad 
Laboratories, Madrid, España). Se detectaron las bandas inmunoreactivas mediante un kit 
comercial de quimioluminiscencia por luminol (ECL; Western blotting Detection System, 
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Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Reino Unido) dando lugar, como resultado de la 
reacción catalizada por la peroxidasa, a la emisión de luz detectada mediante la exposición 
de películas de rayos X. Las bandas obtenidas se cuantificaron por densitometría utilizando 
el programa informático NIH Image 1.63 (figura 14). 
 
 
Figura 14: Esquema explicativo del fundamento de la técnica de Western blot. Las proteínas 
obtenidas a partir de lisados celulares de HUVEC, se separan mediante electroforesis en un gel de 
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) en función de sus pesos moleculares. Posteriormente se 
transfieren a una membrana de nitrocelulosa. Para la detección de la proteína en estudio se emplea 
un anticuerpo (primario) específico frente a dicha proteína reconocible por otro anticuerpo 
(secundario) ligado a la enzima peroxidasa de rábano (HRP).  Mediante un kit comercial (ECL), la 
HRP transforma el luminol en energía lumínica, detectada mediante películas fotográficas.  
 
Preparación de extractos nucleares 
Las HUVEC se cultivaron en placas de 60 mm de diámetro, a las cuales se 
añadieron los tratamientos establecidos durante 1, 4, 6, o 18 h. Tras lavar dos veces con 
PBS frío, se añadió 200 µl de  tampón de lisis A frío [10 mM HEPES pH 7,9, 10 mM KCl, 
0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM dithiotreitol (DTT), 0,5 mM PMSF], y se rascaron 
las células. La suspensión celular obtenida se mantuvo 15 min en hielo. A continuación se 
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añadieron 12,5 µl de etilfenol polietilenglicol éter (Nonidet P-40; Roche Diagnostics, 
Mannheim, Alemania) al 10 %, y se agitó vigorosamente durante 10 seg. Tras centrifugar a 
13.000 rpm durante 30 seg, se desechó el sobrenadante (extracto citoplásmico y ARN) y el 
precipitado resultante se resuspendió en 50 µl de tampón C frío [20 mM Hepes pH 7,9, 400 
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMS] y se agitó vigorosamente 
durante 15 min a 4º C. Se centrifugaron de nuevo durante 5 min a 13.000 rpm, se recogió 
el sobrenadante (extracto nuclear) y se almacenó a -80º C hasta su procesamiento.  La 
concentración total de proteína se determinó mediante el método colorimétrico BCA. 
 
Ensayos de retardo en gel (EMSA) 
La secuencia de NF-κB 5’-(AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC) y su 
complementaria fueron suministradas por Sigma-Genosys (Cambridge, Reino Unido). La 
secuencia 5’ se marcó con [γ-32P]ATP utilizando el enzima T4 polinucleótido quinasa, 
(Promega, Madison, WI, USA), se hibridó con su cadena complementaria 3’ y se purificó 
con columnas MicroSpinTM G-25 (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Reino 
Unido). Para la reacción de unión, los extractos nucleares (2,5 µg) se incubaron en hielo 
durante 15 min en el tampón de reacción [40 mM HEPES (pH 7,0), 140 mM NaCl, 5 mM 
DTT, 10 µg/µl BSA, 0,01% de Nonidet P-40, 4% de Ficoll  y 0,05 µg/ml de poli(dI-
dC)poli(dI-dC)]. A continuación se añadió el oligonucleótido de doble cadena marcado (~ 
50.000 cpm), y se incubó la mezcla 20 min a temperatura ambiente. Para los ensayos de 
competición, se añadió a la mezcla de reacción un exceso (200x) de sonda de doble cadena 
sin marcar (sonda fría). Los complejos de proteína-ADN se separaron en gel de 
poliacrilamida al 4 % en condiciones no desnaturalizantes en TBE 0,5x [45 mM Tris-
borato, 1 mM EDTA (pH 8,0)] a 80 V durante 1 h a 4ºC. Los geles se secaron y se 
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expusieron con una película para radiografías (X-Ray Film AX; Konica Minolta Holdings, 
Inc., Madrid, España) a -80º C. La intensidad de las bandas se cuantificó utilizando el 
programa NIH Image 1.63 (figura 15). 
 
 
Figura 15: Esquema explicativo del fundamento de la técnica de EMSA. Los extractos 
nucleares obtenidos a partir de lisados celulares de HUVEC, se incuban con un oligonucleótido de 
doble cadena, previamente marcado con [γ-32P]ATP, que contiene la secuencia específica del factor 
de transcripción en estudio, NF-κB, permitiendo así su unión.  A continuación, la reacción obtenida 
se separa mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida.  Las bandas específicas se detectan 
mediante autorradiografía mediante películas fotográficas.  
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Captación de [3H]2-deoxiglucosa 
Para los ensayos de captación de glucosa se utilizó el análogo de la glucosa, 2-
deoxiglucosa marcado radiactivamente con tritio ([H3]2-DOG). Las HUVEC se sembraron 
en placas de 24 pocillos hasta alcanzar la confluencia. En el momento del tratamiento se 
cambió el medio de cultivo habitual por otro que contenía sólo 10% de FCS. Las HUVEC 
se trataron con concentraciones crecientes de IL-1β (1 a 10 ng/ml) o se incubaron en medio 
con diferentes concentraciones de D-glucosa (5,5 a 22 mM) durante 18 h. Tras el 
tratamiento las células se incubaron con una solución Krebs-Ringer HEPES [2,72 M NaCl, 
94 mM KCl, 25 mM MgSO4, 25 mM CaCl2 y 200 mM HEPES pH 7,4] en ausencia de 
glucosa durante 1 h a 37º C, permitiendo que las HUVEC metabolizaran la totalidad de la 
glucosa captada del medio del cultivo durante el periodo de tratamiento, evitando que esto 
fuera un factor limitante para la posterior captación de glucosa. Primeramente se realizó 
una curva de tiempo con el fin de determinar el tiempo en el que la captación de glucosa 
fuera lineal. Para ello se incubó 0,1 µCi/ml de [H3]2- DOG (Perkin Elmer, BO, USA) 
durante 0, 2, 5, 10 y 15 min. (figura 16A). A continuación se determinó la concentración 
de 2-deoxiglucoa no marcada (2-DOG) que debía competir con 0,1 µCi/ml de [H3]2- DOG 
para poder observar diferencias en la captación de glucosa debidas a variaciones en la 
cantidad de transportadores en la membrana y no a diferencias en la afinidad de éstos, 
realizándose curvas de concentración entre 0,3 mM y 30 mM de 2-DOG (figura 16B) 
durante 10 min. Finalmente se eligió la concentración de 10 mM.  
Una vez establecidos el tiempo de captación y la concentración de 2-DOG fría, se 
realizó una curva de concentración de IL-1β (1 a 10 ng/ml) durante 18 h. Para la captación 
de glucosa las células se incubaron con 0,1 µCi/ml de [H3]2- DOG  y 10 mM de 2-DOG 
(Sigma  Chemical Co.,  St. Louis, MO, USA) durante 10 min  a 37º C. Como control de la  






















































Figura 16: Captación de [H3]2-DOG. Las HUVEC se incubaron con 0,1 µCi/ml de [H3]2-DOG (A)
a diferentes tiempos (2 - 15 min) para determinar el tiempo en que la captación era lineal y (B) con 
concentraciones crecientes de 2-DOG fría (0,3 - 30 mM). El resultado se expresa como la 
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captación inespecífica no mediada por transportadores se preincubó 20 µM de citocalasina 
B (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 15 min antes de comenzar el ensayo. Para 
detener la captación de [H3]2-DOG, las células fueron lavadas tres veces con una solución 
de Krebs-Ringer HEPES fría con 50 mM de 2-DOG y lisadas directamente con 500 µl de 
una solución de NaOH 10 mM y SDS 0,1% durante 24 h. Se añadieron 3 ml de líquido de 
centelleo Ultima Gold (Perkin Elmer, BO, USA) a 200 µl del extracto celular y se 
determinó la cantidad de radiactividad incorporada en un contador de centelleo líquido 
(Wallac 1409, Freiburg, Alemania). 
Los valores de captación obtenidos fueron corregidos por la captación inespecífica 
obtenido en presencia de citocalasina B (21,54 ± 4,35 % de la captación total). La 
concentración de proteínas fue determinada por el método colorimétrico de Bradford 
(BioRad Laboratories, Madrid, España) utilizando el lisado celular, y el resultado fue 
expresado en mmoles/mg de proteína. 
 
Adhesión leucocitaria en cámara de flujo.  
Se sembraron las HUVEC en cubreobjetos de 25 mm de diámetro (Carolina 
Biological Supply, Burlington, CA) recubiertos con fibronectina (concentración 2 µg/ml). 
Una vez alcanzada la confluencia y tras el tratamiento de las HUVEC, los cubreobjetos se 
colocaron en una cámara de flujo paralelo (Harvard Apparatus, Natick, MA, USA) 
consistente en una placa donde una goma de silicona forma un canal sobre la monocapa 
endotelial por donde se permite el flujo constante de células en suspensión gracias a una 
bomba de vacío conectada en un extremo que establece la velocidad de flujo mientras que 
por el otro extremo se añade el medio de perfusión. La temperatura de la placa se mantuvo 
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constante a 37º C. Antes de comenzar el ensayo se perfundió una solución de PBS con 
Ca+2 y Mg+2 y PBS sin Ca+2 y Mg+2  (1:1) y 0,4% de albúmina de suero humano (HSA) sin 
células, atemperada a 37 ºC, para ajustar el flujo a 0,26 ml/min (que corresponde a un 
estrés de rozamiento de 0,5 dinas/cm2). A continuación se añadieron 2 ml de esta misma 
solución conteniendo 1,5 x 106 HL-60/ml. Las células fueron visualizadas a través de un 
microscopio invertido Nikon TE2000 (Nikon Inc., Melville, NY, USA), y se grabaron al 
menos cinco campos diferentes, durante 10 seg cada uno, utilizando un objetivo de 
contraste de fase de 20x y oculares de 10x y el programa informático VideoLab (Ed 
Marcus Lbs, Newton, MA, USA). Los leucocitos en fase de rodamiento fueron fácilmente 
identificados ya que fluían más lentamente que el resto de células que fluían libremente. 
Aquellos leucocitos que establecieron un contacto estable con la monocapa endotelial 
durante al menos 30s se consideraron como adheridos. Se contabilizaron tanto las células 
en rodamiento como adheridas con el medio de perfusión aún fluyendo (figura 17). 
 
 
Figura 17: Esquema de una cámara de flujo para el ensayo de adhesión leucocitaria. 
La cámara posee un espacio para la colocación de un cubreobjetos de cristal donde 
han crecido las HUVEC, y un termostato par mantener la temperatura constante. Una 
goma de silicona forma un canal por donde fluye la solución con leucocitos a una 
velocidad constante gracias a una bomba de succión 
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Protocolo experimental in vivo 
Se seleccionaron ratas macho Sprague-Dawley (SD) de entre 200-250 g de peso, 
con una glucemia basal de 88,2 ± 2,2 mg/dl. Las ratas fueron sedadas con éter y se les 
administró por vía intraperitoneal (i.p), mediante una única inyección, 10 ml de solución 
salina (PBS), PBS con D-glucosa (40 mg/kg), PBS con IL-1β (200 ng/Kg) o PBS con D-
glucosa e IL-1β. Se realizaron experimentos de control osmótico en paralelo, sustituyendo 
la D-glucosa por L-glucosa. Tras 18 h, se midieron parámetros hemodinámicos, así como 
indicadores del proceso de reclutamiento leucocitario, tanto en vénulas postcapilares como 
en arteriolas del mesentéreo. Los parámetros hemodinámicos medidos fueron la presión 
arterial media (mm de Hg) y la fuerza de dispersión (s-1) tanto en vénulas como en 
arteriolas. Los parámetros leucocitarios estudiados mediante microscopía intravital, que se 
describe más adelante, fueron el flujo y la velocidad  de rodamiento leucocitario, el número 
de leucocitos adheridos a la pared vascular y el número de leucocitos migrados al espacio 
subendotelial en vénulas postcapilares mesentéricas, así como la adhesión de leucocitos a 
la pared de arteriolas mesentéricas. 
 
Microscopía intravital 
Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sódico (65 mg/kg; i.p) y se 
canularon la traquea, para facilitar la respiración, la vena yugular derecha y la arteria 
carótida izquierda para monitorizar la presión arterial media (PAM) a través de un 
transductor de presión conectado a un polígrafo. 
A continuación se realizó una incisión en la línea media abdominal y se exteriorizó 
un segmento del yeyuno medio que se colocó sobre un pedestal a 37 ºC que permitía la 
transiluminación de un área de 2 cm2 de tejido. El mesentéreo expuesto se prefundió 
continuamente con una solución tampón bicarbonatada (BBS; pH 7,4) a 37º C, a una 
Materiales y Métodos 
 63 
velocidad de flujo de 2 ml/min. La microcirculación mesentérica se observó a través de un 
microscopio ortostático (Nikon Optiphot-2 SMZ1) con un objetivo 20x y un ocular de 10x. 
Mediante una cámara de vídeo (Sony SSC-C350P) acoplada al microscopio, se 
proyectaron imágenes en un monitor a color (Sony Triniton PVM-14N2E), grabándose las 
mismas en un magnetoscopio (Sony STV-S3000P) que superpone el tiempo y la fecha para 
su análisis posterior. El aumento final de la imagen en el monitor fue de 1300x (Imagen 3). 
Se seleccionaron vénulas o arteriolas mesentéricas no ramificadas de entre 25 y 40 
µm de diámetro medido con un video calibrador (Microcirculation Research Institute, 
Texas A&M University, Collage Station, Tex, USA). La velocidad de los glóbulos rojos 
(Vrbc) en el torrente sanguíneo se midió con un velocímetro óptico Doppler 
(Microcirculation Research Institute). El flujo sanguíneo venular (Vmean) se calculó 
aplicando diversos cálculos asumiendo una geometría cilíndrica (Vmean=Vrbc/1,6) y la 
fuerza de dispersión (γ) de la pared vascular se calculó basándose en la definición 
newtoniana γ=8x (Vmean/Dv) x s-1, donde Dv es el diámetro vascular (House y Lipowsky, 
1987).  
El número de leucocitos en fase de rodamiento, adheridos y migrados, así como su 
velocidad, fueron determinados posteriormente mediante análisis de las imágenes grabadas 
en las cintas de video. Se define leucocito en fase de rodamiento cuando éste se mueve a 
menor velocidad que los eritrocitos del torrente sanguíneo. El flujo de leucocitos en 
rodamiento corresponde al número de leucocitos que cruzan un punto de referencia del 
vaso durante un minuto (células/min). La velocidad de rodamiento viene dada por el 
tiempo que requiere un leucocito en rodamiento para recorrer 100 µm de microvaso y es 
expresada en µm/s. Se considera que un leucocito está adherido al endotelio vascular si 
permanece estacionado al menos 30 segundos; la adhesión leucocitaria se expresa como el 
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número de leucocitos adheridos por 100 µm de microvaso. La migración de los leucocitos 
se expresa como el número de glóbulos blancos migrados por campo visual rodeando el 
vaso en estudio.  
 
  
Imagen 3: Micrografías representativas obtenidas por microscopía intravital. Vénulas 
mesentéricas postcapilares en ausencia de leucocitos en fase de rodamiento, adheridos o 




El suero, la tripsina y los medios de cultivo se obtuvieron de Biological Industries, 
Beit Haemek, Israel y el material plástico estéril para el cultivo de células de Techno 
Plastic Products AG (TPP; Trasadingen, Suiza). La IL-1β y la D-glucosa fueron 
suministradas por PeproTech (Londres, Reino Unido) y Serva (Heidelberg, Alemania), 
respectivamente. Los anticuerpos primarios utilizados fueron frente a ICAM-1 y VCAM-1 
ambos de Chemicon (Temecula, CA, USA), frente al factor VIII (DAKO Corporation, CA, 
USA), frente a la subunidad p65 de NF-κΒ y c-jun (Transduction Laboratories (Lexington, 
KY, USA), y frente a GLUT-1 (N-terminal; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
USA). 
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Los anticuerpos secundarios unidos a rodamina o HRP fueron proporcionados por 
Chemicon (Temecula, CA, USA), mientras que los anticuerpos Alexa Fluor 488 y el DAPI 
se obtuvieron de Molecular Probes-Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA, USA). Las 
membranas de nitrocelulosa fueron suministradas por Schleider & Schuell. Las películas 
fotográficas se obtuvieron de Konica (Konica Minolta Holdings, Inc., Madrid, España). 
Amersham Pharmacia Biotech suministró el kit de detección ECL, las columnas  
MicroSpin G-25 y el poli(dI-dC)poli(dI-dC) (Buckinghamshire, Reino Unido). La L-
glucosa, la citocalasina B, el inhibidor de NF-κB ditiocarbamato de pirrolidina (PDTC), el 
inhibidor de la quinasa ERK 1/2, PD 98059 y el resto de reactivos fueron suministrados 
por Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Luois, MO, USA). 
 
Análisis estadístico 
 Los resultados se expresan como la media ± error estándar de la media (E.E.M.). El 
análisis estadístico se realizó mediante t de Student, para comparación de valores discretos, 
o análisis de la varianza (ANOVA) en el caso de las curvas. Se consideró significativo un 

















 Los cultivos celulares obtenidos se caracterizaron tanto morfológicamente como 
por técnicas inmunológicas. Así, las HUVEC, observadas bajo microscopía de contraste de 
fase, presentaron una morfología poligonal formando un “empedrado” característico de las 
células endoteliales (figura 18A). Mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta se 
detectaron, empleando anticuerpos específicos, los gránulos de factor de von Willebrand o 
factor VIII almacenados en los cuerpos de Weibel-Palade, característicos de células 
endoteliales, y distribuidos por todo el citosol celular (figuras 18B y 18C). Una vez 
confirmada la obtención de células HUVEC, estos cultivos sirvieron de material biológico 
para la realización de los experimentos posteriores.  
 
 
EXPRESIÓN DE LAS MOLÉCULAS DE ADHESIÓN ICAM-1 Y VCAM-1 EN 
HUVEC. 
 
Determinación de la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en la superficie celular. 
Estudios de citometría de flujo 
La expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en la superficie celular de las HUVEC en 
cultivo se cuantificó mediante citometría de flujo. La concentración base de D-glucosa en 
el medio es de 5,5 mM (equivalente a una glucemia de 110 mg/dl). El aumento de la 
concentración de D-glucosa en el medio de cultivo (de 5,5 mM a 11 y 22 mM) durante 18 
h no modificó la expresión de ICAM-1 ni de VCAM-1 (figura 19A y 19B). Para los 
siguientes experimentos se empleó como concentración elevada de D-glucosa 22 mM 




























Figura 18: Células endoteliales de vena de cordón umbilical humano (HUVEC). (A) 
Micrografía de contraste de fase de un cultivo confluente de HUVEC formando un modelo 
de empedrado característico de las células endoteliales, 200x. Caracterización de las 
HUVEC mediante inmunofluorescencia indirecta, utilizando un anticuerpo específico frente 






Igualmente, se cuantificó la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 tras el tratamiento de 
las HUVEC durante 18 h con concentraciones crecientes de IL-1β (0,1 a 10 ng/ml) en 
presencia de 5,5 mM de D-glucosa. La IL-1β provocó un aumento en la expresión tanto de 
VCAM-1 como de ICAM-1 en la superficie celular, que fue directamente proporcional a la 
concentración empleada. Se observó un efecto submáximo con la concentración de 5 
ng/ml, que fue la concentración elegida para los siguientes experimentos (figura 19C y 
19D).  
Con el fin de evaluar el efecto conjunto de la IL-1β y la D-glucosa a 
concentraciones elevadas, se trataron las HUVEC con 5 ng/ml de IL-1β en un medio que 
contenía 22 mM de D-glucosa durante 18 h. El aumento de las CAMs inducido por la IL-
1β aumentó de manera significativa cuando la D-glucosa del medio se incrementó de 5,5 
mM a 22 mM (figura 20A y 20B). 
Este efecto sinérgico observado entre la D-glucosa y la IL-1β no fue atribuible a la 
hiperosmolaridad. En efecto, cuando se reemplazó el aumento de D-glucosa por un nivel 
equivalente de su análogo no metabolizable L-glucosa (16,5 mM de L-glucosa añadido a 
5,5 mM de D-glucosa del medio), no se reprodujo el efecto sinérgico visto anteriormente 
en presencia de D-glucosa. Tampoco la incubación de las HUVEC con altas 
concentraciones de L-glucosa (16,5 mM de L-glucosa añadido a 5,5 mM de D-glucosa del 
medio) en ausencia de IL-1β modificó la expresión de ninguna de las dos moléculas de 
adhesión estudidas (figura 21A y 21B). 
 
Estudios de Inmunolocalización 
La expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en la superficie celular se visualizó mediante 































































































































































Figura 19: Efecto de la D-glucosa y la IL-1β sobre la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en la 
superficie celular de las HUVEC. Las HUVEC fueron incubadas durante 18 h en un medio 
que contenía 5,5 mM, 11 mM ó 22 mM de D-glucosa y se determinaron los niveles de (A)
ICAM-1 y (B) VCAM-1 mediante citometría de flujo. Igualmente las células se trataron con 
concentraciones crecientes de IL-1β (0,1-10 ng/ml) y tras 18 h se cuantificaron los niveles de 
(C) ICAM-1 y (D) VCAM-1. El resultado se expresa como la media±EEM del al menos cinco 
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Figura 20: Efecto del tratamiento combinado de D-glucosa e IL-1β en la expresión de (A) 
ICAM-1 y (B) VCAM-1 en la superficie celular de las HUVEC. Las HUVEC fueron incubadas 
durante 18 h en un medio que contenía 5,5 mM ó 22 mM de D-glucosa en presencia o ausencia 
de IL-1β (5 ng/ml) y se determinaron los niveles de (A) ICAM-1 y (B) VCAM-1 mediante 
citometría de flujo. El resultado se expresa como la media±EEM de al menos cinco 
experimentos independientes (* p<0,05 respecto de 5,5 mM de D-glucosa, # p<0,05 respecto 
de IL-1β + 5,5 mM de D-glucosa).
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Figura 21: El efecto potenciador de la D-glucosa sobre la acción de la IL-1β no se debió
a la hiperosmolaridad. Efecto de la adición de L-glucosa (16,5 mM) al medio durante 18 h, 
en presencia o ausencia de IL-1β (5 ng/ml) y cuantificación de la expresión de (A) ICAM-1 y 
(B) VCAM-1 por citometría de flujo. El resultado se expresa como la media±EEM de al 
















































































































































anteriormente por citometría de flujo. La IL-1β (5 ng/ml) aumentó la expresión tanto de 
ICAM-1 como de VCAM-1 en la superficie celular de las HUVEC, mientras que la mera 
elevación de la concentración de D-glucosa no modificó la expresión de ambas moléculas. 
Mediante esta técnica, también se pudo observar el efecto sinérgico entre IL-1β y 22 mM 
de D-glucosa en la expresión de las CAMs, visualizadas en la superficie de las HUVEC 
(figura 22A y 22B).  
 
 
RUTAS DE SEÑALIZACIÓN IMPLICADAS EN EL AUMENTO DE LA 
EXPRESIÓN DE ICAM-1 Y VCAM-1 
 
Papel de ERK 1/2 en la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en HUVEC 
Activación de ERK 1/2 
 Para analizar la activación de la MAPK ERK 1/2 (p42/44) se cuantificó la forma 
fosforilada de ERK 1/2 (p-ERK 1/2) en relación a la cantidad total de ERK 1/2 mediante 
Western blot. Como en experimentos anteriores, las HUVEC se incubaron con IL-1β (5 
ng/ml) en presencia de 5,5 mM o de 22 mM de D-glucosa a diferentes tiempos (5 min a 60 
min). En presencia de 5,5 mM de D-glucosa, la IL-1β aumentó los niveles de la forma 
activa de ERK1/2, siendo máxima la activación entre los 10 y 30 minutos y decayendo a 
los 60 min. En presencia de 22 mM de D-glucosa, el nivel de activación inducido por IL-
1β observado a los 10 y 30 min se vio incrementado (figura 23). 
A continuación, las HUVEC se incubaron con el inhibidor de la fosforilación de 
ERK 1/2, PD 98059 (30 µM), 20 min antes del tratamiento habitual, para corroborar su 
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22 mM D-glucosa
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Figura 22: Inmunolocalización de ICAM-1 y VCAM-1 en HUVEC. Las HUVEC se 
incubaron con 5,5 mM ó 22 mM de D-glucosa en presencia o ausencia de IL-1β (5 ng/ml) 
durante 18 h. Tras el tratamiento se visualizó (A) ICAM-1 y (B) VCAM-1 mediante la 
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Figura 23: Niveles de p-ERK 1/2. Las HUVEC se incubaron con 5,5 mM ó 22 mM de 
D-glucosa con o sin IL-1β (5 ng/ml) a diferentes tiempos (5 min – 60 min) (A) Ejemplo 
representativo de un Western blot. (B) Cuantificación de las bandas inmunorreactivas. 
El resultado se expresa como la media±EEM de al menos cinco experimentos 
independientes. (*p<0,05 respecto de 5,5 mM D-glucosa; p<0,05 respecto de IL-1β + 
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inhibió la fosforilación, y por tanto la activación de ERK 1/2, inducida por IL-1β en 
presencia de 5,5 y 22 mM de D-glucosa (figura 24) 
 
PD 98059 inhibe la expresión de VCAM-1 pero no de ICAM-1 en HUVEC 
Para estudiar la posible implicación de ERK 1/2 (p42/p44) en la expresión de 
ICAM-1 y VCAM-1 inducida por IL-1β,  se trataron las HUVEC con el inhibidor de ERK 
1/2,  PD 98059 (30 µM), 20 min antes de la estimulación con IL-1β (5 ng/ml) en un medio 
con 5,5 mM o con 22 mM de D-glucosa. PD 98059 abolió por completo la expresión de 
VCAM-1 inducida por IL-1β, tanto en un medio con 5,5 mM como con 22 mM de D-
glucosa, sin modificar la expresión basal de VCAM-1 (figura 25B). Sin embargo, PD 
98059 no disminuyó la expresión de ICAM-1 inducida por IL-1β, sino que aumentó 
significativamente su expresión, tanto en un medio con 5,5 mM como con 22 mM de D-
glucosa. Además, PD 98059 por sí solo aumentó significativamente el nivel basal de 
ICAM-1 (figura 25A). 
 
 
Actividad del factor de transcripción NF-κB 
Ensayos de activación de NF-κB en HUVEC por retardo en gel (EMSA) 
 Mediante ensayos de retardo en gel se analizó si el aumento de la concentración de 
D-glucosa en el medio era capaz de promover la activación del factor de transcripción NF-
κB, implicado en procesos de carácter inflamatorio. Para ello, se trataron las HUVEC a 
diferentes tiempos (1, 4, 6 y 18 h) con 5,5 ó 22 mM de D-glucosa. El aumento de la 




























Figura 24: PD 98059 inhibe la fosforilación de ERK 1/2. Las HUVEC se incubaron 
con 5,5 mM ó 22 mM de D-glucosa en presencia o ausencia de IL-1β (5 ng/ml) durante 
10 min. En algunos casos, las HUVEC se incubaron 20 min antes del tratamiento con 
PD 98059 (30 µM) (A) Ejemplo representativo de un Western blot. (B) Cuantificación de 
las bandas inmunorreactivas. El resultado se expresa como la media±EEM de al menos 
tres experimentos independientes. (*p<0,05 respecto de 5,5 mM D-Glucosa; # p<0,05 
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Figura 25: Expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en ausencia o presencia de PD 98059. 
Las HUVEC se trataron con 5,5 mM ó 22 mM de D-glucosa con o sin IL-1β (5 ng/ml) 
durante 18 h. En algunos casos las HUVEC fueron pretratadas con PD 98059 (30 µM) 
durante 20 min. La cuantificación de la expresión de  (A) ICAM-1 y (B) VCAM-1 se 
realizó por citometría de flujo. El resultado se expresa como la media±EEM de al menos 
tres experimentos independientes. (*p<0,001 respecto de 5,5 mM de D-glucosa, # 
p<0,05 respecto de IL-1β + 5,5 mM de D-glucosa, ‡ p<0,05 respecto del mismo 






























los tiempos estudiados (figura 26). Por otro lado, el tratamiento con IL-1β (5 ng/ml) activó 
de manera rápida y muy marcada el NF-κB tras 1 h de tratamiento, activación que 
disminuyó a las 4 h y volvió a aumentar a las 6 h, con un perfil bifásico. Al cabo de 18 h de 
tratamiento con IL-1β, los niveles de NF-κB activado eran similares a los niveles basales 
(figura 26). Cuando las HUVEC fueron tratadas con IL-1β (5 ng/ml) en presencia de 22 
mM de D-glucosa la activación de NF-κB inducida por IL-1β fue significativamente 
mayor que la inducida por la citoquina en presencia de 5,5 mM de D-glucosa tanto a 1, 4 
como a 6 h. A las 18 h del estímulo, la activación de NF-κB había regresado a los niveles 
basales en todos los casos (figura 26). 
En otro grupo de experimentos, las HUVEC se incubaron con el agente 
antioxidante e inhibidor de NF-κB, ditiocarbamato de pirrolidina (PDTC; 100 µM) 20 min 
antes de la estimulación con IL-1β durante 1 ó 6 h, para comprobar la acción inhibidora de 
dicho compuesto. Se observó que el tratamiento con PDTC abolió por completo la 
activación de NF-κB inducida por IL-1β tanto en presencia de 5,5 como de 22 mM de D-
glucosa a los dos tiempos estudiados (figura 27). 
 
PDTC inhibe la expresión de VCAM-1 pero no de ICAM-1 en HUVEC 
 Con el fin de analizar el papel de NF-κB en la expresión de las CAMs, se analizó el 
posible efecto de PDTC sobre la respectiva expresión de ICAM-1 y VCAM-1 inducida por 
IL-1β. Para ello se añadió PDTC 20 min antes del tratamiento con IL-1β en presencia de 
5,5 ó 22 mM de D-glucosa y posteriormente se cuantificó la expresión tanto de ICAM-1 
como de VCAM-1 por citometría de flujo.  
El resultado observado fue una completa abolición de la expresión de VCAM-1 











































































Figura 26: Activación de NF-κB. Las HUVEC se incubaron con 5,5 mM ó 22 mM de D-
glucosa en presencia o ausencia de IL-1β (5 ng/ml) durante 1, 4, 6 y 18 h. (A) Ejemplo 
representativo de un gel de   EMSA. (B) Cuantificación de las bandas radiactivas. El resultado 
se expresa como la media±EEM de al menos tres experimentos independientes. (*p<0,05 
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Figura 27: PDTC inhibe la activación de NF-κB. Las HUVEC se incubaron con 5,5 mM ó
22 mM de D-glucosa en presencia o ausencia de IL-1β (5 ng/ml) durante 1, y 6 h. En unos 
casos, las HUVEC se incubaron 20 min antes del tratamiento con PDTC 100 µM (A) 
Ejemplo representativo de un EMSA. (B) Cuantificación de las bandas radiactivas. El 
resultado se expresa como la media±EEM de al menos tres experimentos independientes. 
(*p<0,05 respecto de 5,5 mM D-Glucosa; # p<0,05 respecto de IL-1β+ 5,5 mM D-Glucosa; ‡
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28B). Sin embargo, el PDTC no fue capaz de reducir los niveles de expresión de ICAM-1 
inducidos por IL-1β (figura 28A). El tratamiento con PDTC no alteró la expresión basal de 
ninguna de estas moléculas.  
 
 Inmunolocalización de NF-κB en HUVEC 
 Las HUVEC se estimularon con IL-1β en un medio con 5,5 mM de D-glucosa 
durante 30 min, 1, 2 y 4 h, para establecer el tiempo de translocación de NF-κB desde el 
citosol hasta el núcleo en respuesta a esta citoquina. La tinción positiva en el interior del 
núcleo, correspondiente al NF-κB activado, se observó tras 1 h de tratamiento. Por tanto, 
se incubaron durante 1 h las HUVEC con IL-1β en un medio que contenía 5,5 mM ó 22 
mM de D-glucosa. El simple aumento de la concentración de D-glucosa en el medio no 
modificó la traslocación de NF-κB al interior del núcleo, que sí se observó tras la 




MODULACIÓN DE LA ENTRADA DE GLUCOSA AL INTERIOR CELULAR 
MEDIADA POR IL-1β  
 
Expresión del transportador de glucosa tipo 1 (GLUT-1) en HUVEC 
Técnica de Western blot 
Se analizó la cantidad total de transportador de glucosa tipo 1 (GLUT-1) presente 
en las HUVEC mediante Western blot. Cuando se elevó la concentración de D-glucosa en 
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Figura 28: Expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en presencia de PDTC. Las HUVEC se 
trataron con 5,5 mM ó 22 mM de D-glucosa con o sin IL-1β (5 ng/ml) durante 18 h. En 
algunos casos las HUVEC fueron pretratadas con PDTC (100 µM) durante 20 min. La
cuantificación de la expresión de (A) ICAM-1 y (B) VCAM-1 se realizó por citometría de 
flujo. El resultado se expresa como la media±EEM de al menos tres experimentos 
independientes. (*p<0,001 respecto de 5,5 mM de D-glucosa, # p<0,05 respecto de IL-1β + 






























































































































Figura 29: Inmunolocalización de NF-κB en HUVEC. Las HUVEC fueron incubadas 
con 5,5 mM ó 22 mM de D-glucosa con o sin IL-1β (5 ng/ml) durante 1 h tras lo cual se 
visualizó el factor de transcripción NF-κB mediante la técnica de inmunofluorescencia 
indirecta. (A) 5,5 mM D-Glucosa (B) 22 mM D-Glucosa (C) IL-1β 5 ng/ml + 5,5 mM D-
Glucosa y (D) IL-1β 5 ng/ml + 22mM D-glucosa. Cuando no está activado, el NF-κB se 
encuentra en el citoplasma (A y B). Al ser activado por un estímulo apropiado, el NF-κB





Figura 30: Niveles de GLUT-1. Las HUVEC se incubaron con concentraciones 
crecientes de D-glucosa (5,5 - 22 mM) durante 18 h y se cuantificó GLUT-1 mediante 
Western blot. (A) Ejemplo representativo de un gel de Western blot. (B) 
Cuantificación de las bandas inmunorreactivas. El resultado se expresa como la 















































el medio (de 5,5 mM a 11 ó 22 mM) durante 18 h no se observaron modificaciones en los 
niveles  de  GLUT-1  (figura 30).  Cuando  las  HUVEC  se  trataron  con  concentraciones 
crecientes de IL-1β (0,1 a 10 ng/ml) durante 18 h, se produjo un aumento significativo de 
los niveles de GLUT-1 en función de la concentración, con un efecto submáximo a 5 
ng/ml, concentración empleada en los siguientes experimentos (figura 31). Finalmente, 
cuando las HUVEC se incubaron con IL-1β (5 ng/ml) en presencia de 22 mM de D-
glucosa, los niveles de GLUT-1 fueron mayores que los inducidos por IL-1β en un medio 
con 5,5 mM de D-glucosa (figura 32).  
 
Técnica de citometría de flujo 
La expresión de GLUT-1 en la superficie celular se evaluó mediante citometría de 
flujo, siguiendo un protocolo análogo al descrito en el anterior apartado.  
Con esta técnica, la elevación de la glucosa de 5,5 mM a 22 mM provocó una 
tendencia a disminuir la expresión de GLUT-1 en la superficie celular (figura 33). Por su 
parte, el tratamiento con IL-1β produjo un aumento significativo de la expresión del 
transportador GLUT-1 en la superficie celular, que se incrementó en presencia de un medio 
con 22 mM de D-glucosa (figura 33). 
 
Técnica de inmunolocalización 
Por último, la expresión de GLUT-1 en la membrana celular se visualizó mediante 
técnicas de inmunofluorescencia indirecta, utilizando un anticuerpo específico frente al 
dominio N-terminal del transportador. Con esta técnica, el mero incremento de la 
concentración de D-glucosa no modificó la expresión de GLUT-1 en la superficie celular, 
mientras que la IL-1β aumentó la expresión del transportador tanto en un medio con 5,5, 




































Figura 31: Niveles de GLUT-1. Las células se incubaron con concentraciones 
crecientes de IL-1β (0,1 - 10 ng/ml) en 5,5 mM de D-glucosa durante 18 h y se 
cuantificó GLUT-1 mediante Western blot. (A) Ejemplo representativo de un gel de 
Western blot. (B) Cuantificación de las bandas inmunorreactivas. El resultado se 
expresa como la media±EEM de al menos cinco experimentos independientes. 
(*p<0,05 respecto de 5,5 mM D-Glucosa)
A
B

























































Figura 32: Niveles de GLUT-1. Las HUVEC se incubaron con 5,5 mM ó 22 mM de 
D-glucosa en presencia o ausencia de IL-1β (5 ng/ml) durante 18 h y se cuantificó
GLUT-1 mediante Western blot. (A) Ejemplo representativo de un gel de Western 
blot. (B) Cuantificación de las bandas inmunorreactivas. El resultado se expresa 
como la media±EEM de al menos tres experimentos independientes. (* p<0,05 















































D-Glucosa (mM)5,5 22 5,5 22
IL-1β (5 ng/ml)
5,5 mM DG
22  mM DG
IL-1β+5,5 mM DG
IL-1β+ 22 mM DG
A
B
Figura 33: Expresión de GLUT-1. Las HUVEC se incubaron con 5,5 mM ó 22 mM de 
D-glucosa (DG) en presencia o ausencia de IL-1β (5 ng/ml) durante 18 h y se cuantificó
la expresión de GLUT-1 mediante citometría de flujo. (A) Histograma representativo. 
(B) Cuantificación de GLUT-1. El resultado se expresa como la media±EEM de al 













































Figura 34: Inmunolocalización de GLUT-1 en HUVEC. Las HUVEC fueron incubadas 
con 5,5 mM ó 22 mM de D-glucosa con o sin IL-1β durante 18 h. Tras el tratamiento se 
visualizó el transportador de glucosa, GLUT-1, mediante la técnica de 
inmunofluorescencia indirecta. (A) 5,5 mM D-Glucosa (B) 22 mM D-Glucosa (C) IL-1β 5 
ng/ml + 5,5 mM D-Glucosa y (D) IL-1β 5 ng/ml + 22mM D-glucosa. 400x. 
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Captación de [H3]-2-deoxiglucosa en HUVEC 
 La capacidad de las células para incorporar D-glucosa se realizó mediante el 
ensayo de captación de [H3]-2-deoxiglucosa ([H3]-2-DOG), un análogo radiactivo y no 
metabolizable de la D-glucosa. Inicialmente, las HUVEC se incubaron en presencia de 
concentraciones crecientes de D-glucosa (5,5, 11 y 22 mM) durante 18 h. Tras 10 min de 
incubación con 0,1 µCi/ml de [H3]2-DOG, se midió la cantidad de tritio captado, sin que se 
observaran diferencias significativas a ninguna de las concentraciones utilizadas (figura 
35A).  
Posteriormente, las HUVEC se trataron durante 18 h con concentraciones 
crecientes de IL-1β (1 a 10 ng/ml) en presencia de 5,5 mM de D-glucosa. Tras finalizar 
este periodo de incubación, las HUVEC se incubaron durante 10 min con 0,1 µCi/ml de 
[H3]2-DOG. La cantidad de tritio en el interior celular aumentó de manera proporcional a 




ESTUDIOS DE ADHESIÓN LEUCOCITARIA 
 
Adhesión in vitro de leucocitos a las HUVEC bajo condiciones de flujo. 
Se realizaron estudios funcionales in vitro, utilizando la técnica de cámara de flujo 
para investigar si el sinergismo entre la D-glucosa y la IL-1β observado en la expresión de 
las moléculas de adhesión se traducía en una mayor adhesión de los leucocitos HL-60 
perfundidos sobre una monocapa de células endoteliales. Para ello se trataron las HUVEC 








































Figura 35: Captación de [H3]2-DOG. Las HUVEC se incubaron 18 h con 
concentraciones crecientes de (A) D-glucosa (5,5 - 22 mM) y de (B) IL-1β (1 - 10 
ng/ml) en presencia de 5,5 mM de D-glucosa, y se midió la cantidad de [H3]2-DOG 
captada por las HUVEC. El resultado se expresa como la media±EEM de al menos 













































En condiciones basales se detectó un nivel muy bajo de leucocitos HL-60 adheridos a la 
capa endotelial (2,87 ± 1,84 células/mm2). Cuando la concentración de D-glucosa en el 
medio se incrementó hasta 22 mM durante 18 h, no se observaron diferencias significativas 
frente a 5,5 mM de D-glucosa. Por su parte, el tratamiento de las HUVEC con IL-1β 
incrementó significativamente el número de leucocitos HL-60 adheridos. La 
administración de IL-1β en un medio con 22 mM de D-glucosa, produjo un efecto 
sinérgico en la adhesión leucocitaria, análogo al descrito anteriormente en los 
experimentos de expresión de CAMs (figura 36). 
 
 
Ensayos de la adhesión y tráfico leucocitario in vivo mediante microscopía intravital. 
Para correlacionar los resultados obtenidos in vitro con un modelo in vivo más 
complejo, se examinó mediante microscopía intravital el tráfico leucocitario en la 
microvasculatura mesentérica de ratas Sprague-Dawley. En este caso, el protocolo 
experimental incluía la inyección intraperitoneal de un estímulo inflamatorio (un bolo de 
200 ng/kg de IL-1β), una inyección de D-glucosa (40 mg/kg) o ambos en combinación. 
Como controles se administró un volumen idéntico de solución salina o una cantidad 
equivalente de L-glucosa, como control osmótico.  
Transcurridas 18 h y antes de comenzar los experimentos, se midieron distintos 
parámetros hemodinámicos para comprobar que las posibles variaciones observadas en el 
tráfico de leucocitos no se debieron a cambios en los mismos (Tabla 1). 
Cuando en estos animales se estudió en vénulas mesentéricas el tráfico leucocitario 
mediante microscopía intravital, se observó que en aquellos animales que recibieron 
únicamente 40 mg/kg de D-glucosa, no se produjeron cambios significativos en la 






































D-Glucosa (mM)5,5 22 5,5 22
IL-1β (5 ng/ml)
Figura 36: Adhesion de leucocitos HL-60 a las HUVEC bajo condiciones de flujo
laminar. Las monocapas de HUVEC fueron expuestas a 5,5 mM ó 22 mM de D-glucosa en 
presencia o ausencia de IL-1β (5 ng/ml) 18 h antes de la perfusión de los leucocitos HL-60. 
(A) Micrografías representativas de la adhesión de las HL-60 a la monocapa endotelial. (B) 
Cuantificación del número de células adheridas por mm2. Las barras representan la media 
±EEM de al menos tres experimentos independientes (* p<0,05 respecto de 5,5 mM de  D-










477,5 ± 66,91658,9 ± 299,8115,3 ± 3,9DG + IL-1β
500,8 ± 39,21676,5 ± 207,0108,8 ± 5,5LG + IL-1β
502,8 ± 27,01969,7 ± 351,5113,4 ± 4,6IL-1β
493,9 ± 50,01303,2 ± 272,7112,6 ± 3,9D-glucosa
469,5 ± 50,41881,7 ± 280,5114,6  ± 4,0L-glucosa












leucocitos a través de la pared endotelial, ni en la velocidad de rodamiento de los 
leucocitos  (figura 37). 
 Sin embargo, en los animales tratados con IL-1β se observó un aumento 
significativo en el flujo venular de leucocitos en fase de rodamiento junto con una 
disminución de la velocidad de estos leucocitos en comparación con los animales controles 
(figura 37A y 37B). Igualmente, se observó un incremento en el número de leucocitos 
adheridos a la pared vascular así como un mayor número de leucocitos migrados al espacio 
subendotelial (figura 37C y 37D).  
Finalmente, cuando el estímulo inflamatorio (IL-1β) y la glucosa se administraron 
al mismo tiempo, se observó un claro efecto sinérgico en todos los parámetros de tráfico 
leucocitario evaluados respecto de lo observado por la mera administración de IL-1β 
(figura 37). Este efecto no se debió a la alteración de la osmolaridad, ya que la L-glucosa 
no mimetizó el efecto de la D-glucosa (figura 37).  
 Por otra parte, se analizó también la adhesión de leucocitos en arteriolas 
mesentéricas que fue análoga a la observada en vénulas. No se observó ninguna alteración 
en ratas tratadas con 40 mg/kg de D-glucosa, mientras que la IL-1β incrementó 
significativamente la adhesión leucocitaria. La administración conjunta de IL-1β y 40 
mg/kg de D-glucosa resultó en un marcado efecto sinérgico que no se debió a la 





























































































































S DG LG S DG LG
* *
Figura 37: Análisis del tráfico leucocitario en vénulas postcapilares de ratas SD. A las 
ratas se les administró salino (S), D-glucosa (DG) y L-glucosa (LG) (40 mg/Kg) con o sin IL-
1β (200 ng/Kg). 18 h después de la administración del tratamiento, se analizó mediante 
microscopía intravital, (A) el número de leucocitos en fase de rodamiento (B) La velocidad de 
los leucocitos en rodamiento, (C) el número de leucocitos adheridos a la pared del vaso y (D)
el número de leucocitos migrados al espacio subendotelial. El resultado se expresa como la 
media±EEM de al menos cinco experimentos independientes. (* p<0,05 respecto del salino; 








































Figura 38: Análisis de la adhesión leucocitaria en arteriolas de ratas SD. Se administró
a los animales salino (S), D-glucosa (DG) y L-glucosa (LG) (40 mg/Kg) con o sin IL-1β (200 
ng/Kg). el número de leucocitos adheridos a la pared del vaso se analizó mediante 
microscopía intravital, 18 h después de la administración del tratamiento. El resultado se 
expresa como la media±EEM de al menos cinco experimentos independientes. (* p<0,05 






Inmunolocalización de ICAM-1 y VCAM-1 en el tejido mesentérico 
Con el fin de visualizar la expresión de ICAM-1 y VCAM-1, así como los 
leucocitos adheridos a la pared vascular de las vénulas mesentéricas de ratas SD tratadas 
con los protocolos descritos, se realizaron estudios histológicos e inmunohistoquímicos del 
tejido mesentérico. 
En animales controles o en aquellos que recibieron 40 mg/kg de D-glucosa, se 
observó una leve tinción basal de ICAM-1 pero no de VCAM-1. Asimismo, no se observó 
ningún leucocito adherido o migrado al espacio subendotelial en estos animales (figura 
39). Sin embargo, el tejido que provenía de las ratas tratadas con IL-1β mostró una tinción 
positiva tanto de ICAM-1 como de VCAM-1, al mismo tiempo que se pudo apreciar la 
adhesión y la migración de leucocitos a través de la pared vascular. Estos efectos fueron 
exacerbados en animales que recibieron el tratamiento combinado de IL-1β y D-glucosa 






































Figura 39: Inmunolocalización de ICAM-1, VCAM-1 y leucocitos transmigrados en 
vénulas postcapilares del tejido mesentérico de ratas SD. Se administró a los animales
una inyección de salino, D-glucosa (40 mg/kg), IL-1β (200 ng/kg) o D-glucosa e IL-1β
conjuntamente. El producto de la reacción de la peroxidasa se observa en color marrón e 
indica una tinción positiva para ICAM-1 (columna izquierda) y VCAM-1 (columna central) 
en el endotelio vascular. Los leucocitos migrados al espacio subendotelial están señalados
por flechas en la columna derecha. Todas las fotografias están contrateñidas con 





















Expresión de las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1. Adhesión y tráfico 
leucocitario al endotelio tras la elevación de la concentración de D-glucosa.  
Las enfermedades cardiovasculares aparecen con una mayor incidencia en la 
población diabética (Beckman y col., 2002), situando la vasculopatía diabética como la 
principal causa de morbimortalidad entre los pacientes diabéticos (Stamler y col., 1993 
Stratton y col., 2000). Estas enfermedades poseen como característica común ser 
consecuencia de un estado avanzado de aterosclerosis. La disfunción endotelial, que 
precede a la aparición de lesiones ateroscleróticas en pacientes diabéticos, incluye una 
menor vasorelajación, la desaparición acelerada del endotelio capilar, la síntesis alterada de 
proteínas y una mayor adhesión de monocitos sanguíneos al endotelio vascular; ello 
conduce a la trasmigración de estos monocitos a la capa subíntima y su posterior retención 
y diferenciación hacia células espumosas, lo que promueve la iniciación de lesiones 
ateroscleróticas (Lorenzi, 1992).  
Este proceso de reclutamiento de leucocitos desde el torrente sanguíneo hasta el 
espacio subendotelial es un proceso que, en condiciones fisiológicas, es necesario para que 
las células del sistema inmune actúen adecuadamente ante una agresión externa. Se trata de 
un proceso altamente específico y multifactorial, cuya coordinación garantiza el éxito de 
una respuesta inmune adecuada. En 1991, Butcher y col. describieron los diferentes pasos 
implicados en este proceso, siendo el primero de ellos un primer contacto, débil, que 
genera el rodamiento de los leucocitos sobre el endotelio vascular, seguido de una 
activación y adhesión más firme de los mismos a la pared del vaso, lo que conduce a su 
migración transendotelial. Todos estos pasos requieren la expresión de una serie de 
moléculas de adhesión, tales como ICAM-1 y VCAM-1, en la superficie de las células 
endoteliales (Rao y col., 2007), que no sólo participan en las interacciones entre células 
endoteliales vasculares y células sanguíneas (leucocitos y plaquetas) sino que también 
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interactúan con proteínas de la matriz extracelular desempeñando un papel esencial en la 
integridad de la pared vascular (Krieglstein y Granger, 2001). Se ha descrito un aumento 
de la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en las células endoteliales que recubren las 
lesiones ateroscleróticas, especialmente en la zona denominada como “hombro” de la placa 
aterosclerótica, tanto en modelos animales de aterosclerosis (Cybulsky y Gimbrone, 1991) 
como en arterias humanas (Poston y col., 1992; van der Wal y col., 1992). 
 La hiperglucemia característica de los pacientes diabéticos es considerada desde 
hace tiempo como un factor de riesgo independiente para el desarrollo de las 
complicaciones vasculares asociadas a la diabetes (Diabetes Control and Complications 
Trial Research Group (DCCT, 2003). Tanto la hiperglucemia basal como postprandial son 
capaces de promover un estado oxidativo e inflamatorio en el sistema vascular, y han sido 
propuestas como factores de riesgo directos para el desarrollo de enfermedades 
cardiovasculares (Esposito y col., 2002; Ceriello, 2005). El suero extraído de pacientes 
diabéticos es capaz de inducir in vitro la expresión de moléculas de adhesión y la adhesión 
de monocitos humanos en células endoteliales humanas (Morigi y col., 1998; Rasmussen y 
col., 2002). Sin embargo, no está claro si la concentración elevada de D-glucosa por sí 
misma es capaz o no de estimular estos mecanismos inflamatorios vasculares. En este 
contexto, Morigi y col. (1998) observaron un aumento de la expresión de VCAM-1 e 
ICAM-1 y un mayor número de interacciones adhesivas entre leucocitos y cultivos de 
células endoteliales incubadas durante 24 h con 30 mM de D-glucosa. Otros autores 
también han descrito un aumento de las moléculas de adhesión en células endoteliales 
humanas incubadas con altas concentraciones de D-glucosa durante un periodo de tiempo 
entre 24 h y 14 días (Kado y col., 2001; Srinivasan y col., 2003; Piconi y col., 2004; 
Verrier, 2004; Altannavach y col., 2004; Quagliaro y col., 2005; Takami, 1998). El efecto 
de la alta concentración de D-glucosa, en ciertos casos, ha sido atribuido a la 
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hiperosmolaridad alcanzada en el medio de cultivo (Kado y col., 2001). 
En contraposición, Kim y col. (1994) no han observado la inducción de ICAM-1 ni 
de VCAM-1, ni tampoco un aumento de la adhesión de células HL-60, al incubar células 
endoteliales humanas, durante un periodo de tiempo entre 7 y 10 dias, con una elevada 
concentración de D-glucosa en el medio (25 mM), aunque sí han observado una mayor 
adhesión de monocitos. De igual manera, Rasmussen y col. (2002) tampoco han detectado 
ningún aumento en la expresión de VCAM-1 ni de E-selectina en células endoteliales 
humanas incubadas con 13,5 mM de D-glucosa durante 6 h, lo que sugiere que la 
expresión incrementada de las moléculas de adhesión en células endoteliales humanas 
incubadas con suero de pacientes diabéticos puede no ser debido únicamente a la elevada 
concentración de D-glucosa, sino, tal vez, a la presencia de citoquinas inflamatorias 
séricas, tal y como proponen estos (Rasmussen y col., 2002). Recientemente, tanto 
Cacicedo y col., (2004) como Wada y col. (2005) han demostrado que la mera elevación de 
D-glucosa en el medio tampoco es capaz de inducir la transcripción de los genes que 
codifican para VCAM-1 o ICAM-1 en células endoteliales humanas.  
De acuerdo con estos últimos datos, los resultados in vitro obtenidos en el presente 
trabajo demostraron que la elevación extracelular de D-glucosa desde 5,5 mM hasta 22 
mM, es decir, el doble de la concentración plasmática indicativa de diabetes (11,1 mM) 
tras el test de tolerancia de glucosa oral (The DECODE study group. European Diabetes 
Epidemiology Group, 1999), no fue capaz de incrementar la expresión de las moléculas de 
adhesión ICAM-1 y VCAM-1 en células HUVEC en cultivo, ni promovió la adhesión de 
los leucocitos HL-60 a la monocapa de HUVEC en condiciones de flujo,  indicando que la 
simple elevación de la D-glucosa en el medio no es capaz de promover interacciones 
proinflamatorias entre leucocitos y endotelio.  
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Las citoquinas pro-inflamatorias, tales como la IL-1β, la IL-6 o el TNF-α, son 
moléculas clave en el proceso de adhesión leucocitaria y su subsiguiente transmigración a 
través de la capa endotelial del vaso (Rao y col., 2007). Tanto la IL-1β como el TNF-α son 
capaces de inducir la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en células endoteliales 
(Wertheimer y col., 1992) y en células de músculo liso vascular (Chen y col., 2001). Se ha 
descrito que los niveles circulantes de citoquinas pro-inflamatorias, incluida la IL-1β, se 
encuentran elevados tanto en modelos animales de diabetes (El-Seweidy y col., 2002) 
como en pacientes diabéticos (Pickup y col., 2000; Erbagci y col., 2001; Moriwaki y col., 
2003; Arnalich y col., 2000). Es interesante resaltar que un incremento agudo en la 
liberación de citoquinas proinflamatorias durante la hiperglucemia postprandial ha sido 
descrita en pacientes diabéticos (Esposito y col., 2002; Nappo, 2002), lo que se relaciona 
con un mayor riesgo cardiovascular (Esposito y col., 2002; Ceriello y col., 2005). Aunque 
las fuentes de dichas citoquinas circulantes en la diabetes son múltiples (Alexandraki y 
col., 2006), el tejido adiposo es uno de los principales orígenes, tanto por los adipocitos 
como por los macrófagos infiltrados, por lo que juega un papel relevante en la diabetes tipo 
2 asociada con resistencia a insulina, obesidad y síndrome metabólico (Alexandraki y col., 
2006; Arner, 2003; Wellen y Hotamisligil, 2005). En este ambiente crónico de inflamación 
propio de la diabetes mellitus, se ha descrito un aumento de los niveles circulantes de las 
formas solubles de ICAM-1 y VCAM-1, y un aumento de su expresión en la membrana 
celular, tanto en modelos animales de diabetes (Tschope y col., 2005; Gao y col., 2006) 
como en pacientes diabéticos (Cipollone y col., 2005; Cominacini y col., 1995).  
En el presente modelo celular de HUVEC, la citoquina proinflamatoria IL-1β 
incrementó los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 expresados en la membrana celular, dando 
lugar a una mayor adhesión de las células HL-60 al endotelio. A pesar de que, como se ha 
mencionado, la incubación en presencia de 22 mM de D-glucosa no indujo per se la 
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expresión de las moléculas de adhesión, sí que potenció significativamente la expresión de 
ICAM-1 y VCAM-1 inducida por el tratamiento de las HUVEC con IL-1β, uno de los más 
potentes inductores de las propiedades adhesivas del endotelio (Rao y col., 2007). De 
manera análoga, la adhesión inducida por IL-1β de los leucocitos HL-60 a la monocapa de 
HUVEC bajo condiciones de flujo in vitro se vio claramente aumentada en presencia de 22 
mM de D-glucosa, aunque esta concentración de D-glucosa por sí misma no indujo la 
adhesión de leucocitos. Como primera conclusión, estos resultados indican que aunque el 
aumento en la concentración de D-glucosa en el medio per se no es capaz de inducir la 
expresión de moléculas de adhesión endoteliales ni promover la adhesión de leucocitos a 
las células endoteliales humanas, parece desempeñar un papel modulador en tales eventos 
incrementando un estímulo inflamatorio previo.  
La falta directa de propiedades inflamatorias de la D-glucosa observada en este 
trabajo no se limita a las células endoteliales, sino que también se ha observado en otros 
tipos de células vasculares. Así, se ha descrito recientemente que la elevación de la 
concentración extracelular de D-glucosa hasta 22 mM no es capaz de inducir respuestas 
inlamatorias en músculo liso vascular humano, pero sí puede potenciar los mecanismos 
previamente activados por un estímulo inflamatorio como la IL-1β (Lafuente y col., 2008).  
Como continuación de los estudios in vitro ya descritos, se diseñó un nuevo 
abordaje en un modelo in vivo más complejo. Así, se analizó el efecto proinflamatorio de 
la elevación local de la D-glucosa sobre el tráfico leucocitario en la microcirculación 
mesentérica de la rata, utilizando para ello la técnica de microscopía intravital (Sanz y col., 
1999). 
Mediante esta técnica, Booth y col. (2001) investigaron en la microvasculatura 
mesentérica de rata no diabética los efectos de la elevación local de la glucosa sobre las 
interacciones leucocitos-endotelio, provocando un aumento de la glucosa en el peritoneo 
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mediante la administración de un bolo único de D-glucosa. Con dicho abordaje, estos 
autores observaron un aumento del rodamiento de los leucocitos, así como de su 
adhesividad, 12 h después de la administración intraperitoneal de una dosis moderada (20-
25 mg/kg) y otra alta (40-45 mg/kg) de D-glucosa, mientras que no se observó ningún 
efecto con la dosis más baja (8-10 mg/kg) (Booth y col., 2001).  
Por otra parte, Panés y col. (1996) habían observado previamente, con esta misma 
técnica,  en ratas diabéticas un mayor número de leucocitos en fase de rodamiento y una 
menor velocidad de los mismos en comparación con animales no diabéticos tras la 
inducción de un evento de isquemia-reperfusión. Mediante dos aproximaciones 
experimentales que simulaban dos modelos de hiperglucemia, analizaron el papel de la 
glucosa sobre el tráfico leucocitario. Así, el primer modelo, que simulaba una 
hiperglucemia postprandial, consistía en la administración en ratas controles de un bolo de 
480 mg/dl de glucosa en el mesenterio. El segundo modelo remedaba una hiperglucemia 
sistémica, en la que se incrementaron los niveles plasmáticos de glucosa hasta niveles 
correspondientes a un estado diabético mediante la infusión continua de glucosa por vía 
intravenosa durante 30 y 80 minutos. En ambos modelos estudiados, la hiperglucemia 
inducida no fue capaz por sí misma de aumentar el tráfico leucocitario observado 
previamente en ratas diabéticas, sugiriendo que la inflamación vascular observada en la 
diabetes no se debe exclusivamente a la hiperglucemia sino que es necesaria la presencia 
de otros factores para el establecimiento de un evento inflamatorio (Panés y col., 1996). 
Con estos antecedentes, se estableció un protocolo experimental análogo al descrito 
por Booth y col. (2001), induciendo una elevación local aguda de glucosa, análoga a lo que 
ocurre en la hiperglucemia postprandial que ha sido directamente relacionada en pacientes 
diabéticos con un aumento de citoquinas inflamatorias circulantes asociadas a un aumento 
del riesgo cardiovascular (Esposito y col., 2002; Ceriello y col., 2005). Así, se 
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administraron 40 mg/kg de D-glucosa por vía intraperitoneal y 18 h después se analizó la 
adhesión de leucocitos al endotelio, el flujo leucocitario, la migración transendotelial y la 
velocidad de rodamiento en vénulas postcapilares mesentéricas. Asimismo, se valoró el 
número de leucocitos adheridos a la pared vascular en las arteriolas mesentéricas. Ninguno 
de estos parámetros se vió modificado en animales que habían recibido el bolo de glucosa. 
Sin embargo, 18 h tras la administración de IL-1β (200 ng/kg), se observó un aumento 
significativo del número de leucocitos en fase de rodamiento, así como una disminución de 
la velocidad de rodamiento de los mismos. También se incrementó la adhesión en vénulas 
y arteriolas, así como la migración leucocitaria en vénulas postcapilares. En definitiva, se 
observaron todas las características de una clara respuesta inflamatoria a la IL-1β. Por otra 
parte, cuando se administraron conjuntamente la IL-1β (200 ng/kg) y la de D-glucosa (40 
mg/kg), todos los parámetros inflamatorios inducidos por la IL-1β se incrementaron, 
exacerbando el reclutamiento, la adhesión y la transmigración leucocitaria. Por otra parte, 
los estudios inmunohistoquímicos e histológicos realizados sobre el tejido mesentérico de 
estos animales tratados con IL-1β revelaron un aumento de la expresión titular de ICAM-1 
y VCAM-1, así como una mayor presencia leucocitaria. Estos fenómenos proinflamatorios 
se vieron potenciados cuando los animales recibieron conjuntamente IL-1β y D-glucosa.  
En resumen, estos resultados obtenidos in vitro e in vivo sugieren que la 
hiperglucemia per se no es suficiente para causar una inflamación en el endotelio, sino que 
es necesario un precondicionante inflamatorio para que la elevación de la glucosa sea 
perjudicial en el sistema vascular. Así, las concentraciones de glucosa postprandial 
anormalmente incrementadas solamente podrían estar exacerbando los efectos de una 
respuesta inflamatoria previa. Cabe destacar que en pacientes diabéticos, se ha descrito una 
mayor liberación a la circulación de citoquinas como TNF-α, IL-6 e IL-18, durante el 
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periodo posprandrial que en sujetos no diabéticos (Esposito y col., 2002). En este sentido, 
los resultados sugieren que la hiperglucemia postprandial estaría promoviendo el desarrollo 
de la vasculopatía diabética al potenciar una reacción inflamatoria (Pradhan, 2001; 
Hotamisligil, 1995). Asimismo, el efecto sinérgico observado en este trabajo entre las altas 
concentraciones de glucosa y la inflamación podría también explicar por qué la expresión 
de las moléculas de adhesión y otras moléculas relacionadas con procesos inflamatorios en 
respuesta a una infección es mayor en modelos experimentales de diabetes (Lu y col., 
2004). 
Estas observaciones destacan la relevancia de la inflamación en el desarrollo de la 
diabetes mellitus y sus complicaciones vasculares. Así, la inflamación, potenciada a su vez 
por la hiperglucemia, estaría en la base del desarrollo acelerado de lesiones ateroscleróticas 
conducentes a enfermedad macrovascular. Por otra parte, se ha observado que el 
tratamiento a largo plazo con IL-1β o TNF-α es capaz de inducir resistencia a insulina en 
adipocitos de ratón y humanos (Houstis y col., 2006), apoyando un papel crucial del 
componente inflamatorio en la fisiopatología de la diabetes mellitus. 
Desde un punto de vista terapéutico, además de disminuir los niveles de glucosa 
circulantes, la reducción de la inflamación crónica se presenta como una diana terapéutica 
de gran relevancia a la hora de tratar la diabetes mellitus y prevenir sus complicaciones 
(Dilley y Little, 2008). En este contexto, aquellas aproximaciones dirigidas a reducir la 
inflamación sistémica, mediante fármacos, ejercicio físico o dieta (Kasapis y Thompson, 
2005), pueden proporcionar un beneficio incrementado para prevenir los eventos 






Activación de señalizadores de inflamación en células endoteliales humanas por IL-1β y 
su modulación por D-glucosa 
Algunos autores han descrito que el aumento de la expresión de las moléculas de 
adhesión ICAM-1 y VCAM-1, inducida por citoquinas proinflamatorias, implica 
directamente la activación de NF-κB, siendo este factor de transcripción un elemento 
crucial para la respuesta inflamatoria (Collins y col., 1995; Chen y Manning, 1995).  
El factor de transcripción NF-κB es bien conocido como un elemento clave 
implicado en la transcripción de múltiples genes relacionados con la inflamación (Lenardo 
y Baltimore, 1989; Baeuerle, 1991, Collins, 1993) y se estimula por agentes inflamatorios 
como la IL-1β, el TNF-α y el LPS (Read y col., 1994; Barnes y Karin, 1997). Se ha 
descrito una mayor actividad de NF-κB tanto en aorta de modelos experimentales de 
diabetes (Nishigaky y col., 1999) como en células mononucleares de pacientes diabéticos 
(Bierhaus y col., 2001), confirmando la presencia de un estado inflamatorio crónico en la 
diabetes (Pickup y col., 2000; Erbagci y col., 2001).  
La cascada de señalización por la cual la IL-1β activa NF-κB ha sido bien definida 
(Ninomiya-Tsuji y col., 1999). Aunque existen dos tipos de receptores para IL-1 (tipo I y 
tipo II) (Martin y Falk, 1997) sólo el receptor tipo I (IL-1R1) es capaz de activar, tras la 
unión de IL-1β,  la ruta de transducción de señales que implica la activación consecutiva 
del factor 6 asociado al receptor de TNF (TRAF6) - quinasa inductora de NF-κB (NIK) - 
quinasas de IκB, IKK (α, β, γ) - IκB (α, β, γ) - NF-κB (Ninomiya-Tsuji, 1999). Sin 
embargo, el papel que juega la hiperglucemia en el establecimiento de un ambiente 
inflamatorio, y en concreto, en la activación de NF-κB, sigue siendo controvertido. 
Algunos autores afirman que la elevación extracelular de D-glucosa es capaz de inducir 
directamente la activación de NF-κB, tanto en células endoteliales (Morigi y col., 1998) 
como en células de músculo liso vascular (Yerneni y col., 1998). En dichos trabajos las 
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concentraciones de D-glucosa empleadas, 25 y 30 mM (correspondientes a una glucemia 
de 450 y 520 mg/dl respectivamente), no descartaban el potencial efecto de la 
hiperosmolaridad, efecto que debe tenerse en cuenta ya que a través de la inducción de 
estrés celular inducido por un choque osmótico, se pueden activar diferentes proteínas 
señalizadoras como las MAPKs (Raingeaud y col., 1995), o el NF-κB (Németh y col., 
2002).  
En el presente trabajo, la elevación de D-glucosa (22 mM) en el medio de cultivo 
de las HUVEC no fue estímulo suficiente, a ninguno de los tiempos estudiados (desde 1 
hasta 18 h), para provocar la activación y traslocación de NF-κB al núcleo. De forma 
análoga, Cacicedo y col. (2004) y Busik y col. (2008), utilizando cultivos de HUVEC, no 
observaron un aumento en la actividad de NF-κB al elevar los niveles de glucosa presente 
en el medio de cultivo hasta 25 mM durante 24 h o cuatro semanas, respectivamente. 
Lafuente y col. (2008) tampoco observaron una mayor actividad de NF-κB en cultivos de 
células de músculo liso de aorta humana tras 18 h de incubación en un medio con 22 mM 
de D-glucosa. 
Como se ha mencionado anteriormente, entre los diferentes estímulos capaces de 
provocar la activación de NF-κB, e inducir la transcripción de genes regulados por este 
factor de transcripción, se encuentran diferentes citoquinas proinflamatorias (Chen y col., 
2000; Zhou y col., 2007). De acuerdo con esto, en nuestro modelo celular la IL-1β fue 
capaz de inducir la activación de NF-κB siguiendo un modelo bifásico. A pesar de que la 
elevación de la concentración de D-glucosa en el medio de cultivo no fue capaz de inducir 
la activación de NF-κB por sí sola, sí que provocó un aumento de la activación de NF-κB 
mayor que la inducida por la IL-1β en 5,5 mM de D-glucosa, lo que se corresponde con el 
efecto sinérgico observado anteriormente en la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 así como 
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en la adhesión leucocitaria. 
Para establecer si la activación de NF-κB estaba mediando la expresión de ICAM-1 
y VCAM-1 inducida por IL-1β en las HUVEC, se empleó PDTC como inhibidor de NF-
κB. El PDTC inhibió marcadamente la activación de NF-κB estudiada mediante EMSA, lo 
que validaba este compuesto como inhibidor de NF-κB en nuestro modelo celular. Durante 
muchos años, los mecanismos de regulación de ICAM-1 y VCAM-1 descritos hasta el 
momento apuntaban hacia una estrecha similitud, siendo NF-κB el factor que ejercía un 
papel predominante en la regulación de su expresión (Collins y col., 1995; Chen y 
Manning, 1995; Mackenzie y col., 2007), Por ello, en el presente trabajo se esperaba una 
disminución de ambas moléculas de adhesión en las HUVEC incubadas con PDTC. Sin 
embargo, ya que sólo se pudo observar la abolición de la expresión de VCAM-1, mientras 
que ICAM-1 permaneció invariable, nuestros resultados apuntan a que la regulación de 
ambas moléculas de adhesión no ocurre de la misma manera. Un efecto similar ha sido 
observado por Zerfaoui y col. (2008), lo que sugiere que la expresión de ICAM-1 inducida 
por IL-1β implica la actuación de otro u otros factores de transcripción diferentes de NF-
κB.  
Existen otros factores de transcripción, distintos de NF-κB, que pueden estar 
mediando la expresión de ICAM-1. Así, se ha propuesto que el factor AP-1 puede unirse al 
promotor de ICAM-1 mediante secuencias específicas (Voraberger y col., 1991; Degitz y 
col., 1991). AP-1 es un factor de transcripción formado por dímeros de las familias Fos (c-
fos, FosB y Fra-1) y Jun (c-jun, JunD y JunB) (Angel y Karin, 1991). Únicamente los 
homodímeros de la familia Jun o los heterodímeros entre los miembros de las familias Jun 
y Fos son capaces de inducir la transcripción génica, mientras que los homodímeros 
formados por miembros de la familia Fos no son estables y no poseen capacidad 
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transcripcional por sí mismos (Angel y Karin, 1991). Puesto que la proteína AP-1 puede 
ser activada por agentes inflamatorios presentes en lesiones ateroscleróticas (Barath y col., 
1990; Moyer y col., 1991), AP-1 es otro factor de transcripción que desempeña un papel 
importante en la regulación de enfermedades inflamatorias de la pared vascular (Ahmad y 
col., 1998).  
Se ha propuesto que PDTC es capaz de inducir en HUVEC la expresión de ICAM-
1, pero no de VCAM-1, a través de la activación de AP-1 (Muñoz y col., 1996; Liao y col, 
2000). Estos y otros autores han descrito que AP-1 es un factor de transcripción capaz de 
responder no sólo ante estímulos de estrés oxidativo, sino ante agentes antioxidantes como 
el propio PDTC o las tioredoxinas (Meyer y col., 1993; Schenk y col., 1994). Este efecto 
podría ser una posible explicación para la falta de inhibición de la expresión de ICAM-1 
por parte de PDTC. 
Además de NF-κB, la familia de las MAPK desempeña un papel muy importante 
en la señalización celular. Las MAPKs son un grupo de proteínas quinasas que, mediante 
la activación consecutiva de los diferentes miembros que forman esta gran familia, dan 
lugar a la regulación de múltiples procesos, desde el crecimiento y diferenciación celular 
hasta la regulación de procesos inflamatorios, en función de los estímulos extracelulares 
que las activan (Kyriakis y Avruch, 2001). El efecto que pueda ejercer la hiperglucemia 
sobre la activación de las MAPKs no ha sido estudiado en profundidad. En modelos 
experimentales de diabetes se ha descrito un aumento de la activación de ERK 1/2, tanto en 
células glomerulares (Awazu y col., 1999) como en células vasculares (Igarashi y col., 
2007). También en pacientes diabéticos se ha observado un incremento de la actividad de 
ERK 1/2 en células renales. Sin embargo, si la elevación de la glucosa extracelular por sí 
misma es capaz de inducir la fosforilación de ERK 1/2 es un tema aún controvertido.  Xin 
y col. (2004) han descrito la activación de ERK 1/2 en células endoteliales humanas 
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incubadas en un medio con 25 mM de D-glucosa durante 24 h. Sin embargo, ni Liu y col. 
(2000) ni Busik y col. (2008) han observado la activación de ERK 1/2  tras la incubación 
de células endoteliales bovinas y humanas, respectivamente, con 25 mM de D-glucosa 
durante un periodo de tiempo entre 24 y 96 h. A su vez, Purves y col. (2001), en un modelo 
experimental de neuropatía diabética, han observado en neuronas de animales diabéticos 
una mayor activación de ERK 1/2. Sin embargo, los cultivos de neuronas de animales no 
diabéticos, sometidos a concentraciones crecientes de D-glucosa (10 – 50 mM) no 
presentaron una mayor activación de ERK 1/2, lo que sugiere que la activación de ERK 1/2 
en animales diabéticos no se debe exclusivamente a la hiperglucemia (Purves y col., 2001). 
Tampoco Lafuente y col., (2008) observaron una mayor actividad de ERK 1/2 en células 
de músculo liso vascular humano cultivadas en presencia de 22 mM de D-glucosa. En 
nuestro trabajo, el aumento de la concentración de D-glucosa en el medio de cultivo no 
provocó un aumento significativo de la activación de ERK 1/2 en HUVEC en los 
diferentes tiempos estudiados (5 min - 60 min). 
Aunque, en un principio, la familia de ERK 1/2 se relacionó con procesos 
implicados en el ciclo celular, cuya activación era mediada por factores de crecimiento a 
través de la unión a sus receptores y la activación de la vía Ras - Raf - MEK 1/2 - ERK 1/2 
(Robbins y col., 1992), también ERK 1/2 puede ser activada por estímulos inflamatorios 
como la IL-1β, tal y como se ha descrito en células de músculo liso vascular de rata (Jiang 
y col., 2000) y en cultivos de músculo liso de aorta humana (Lafuente y col., 2008). De 
acuerdo con estos trabajos, en este modelo celular de HUVEC se observó que la IL-1β era 
capaz de activar ERK 1/2, y que esta activación fue significativamente potenciada en 
presencia de elevadas concentraciones de D-glucosa. 
El papel que juega ERK 1/2 u otros miembros de la familia MAPKs en la 
regulación de la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en células endoteliales en estados de 
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inflamación es un tema que genera cierta controversia. Mientras que Chen y col. (2000) y 
Zhou y col. (2007) han descrito que la inducción de ICAM-1 y VCAM-1 por IL-1β en 
células epiteliales o por TNF-α en HUVEC, respectivamente, es independiente de la 
activación de ERK 1/2, Lin y col. (2005) afirman que ERK 1/2 está implicada en la 
expresión de ICAM-1 inducida por IL-1β en células epiteliales humanas. En nuestro 
trabajo se observó que la expresión de VCAM-1, pero no de ICAM-1, inducida por IL-1β 
en HUVEC depende de ERK 1/2. Así, en presencia del inhibidor de PD 98059, que evita la 
fosforilación y activación de ERK 1/2, la expresión de VCAM-1 inducida por IL-1β se 
abolió por completo, mientras que la de ICAM-1, no sólo no se redujo sino que aumentó 
significativamente.  
Por tanto, estos resultados sugieren la existencia de un eje inflamatorio ERK 1/2 - 
NF-κB - VCAM-1, estimulado por IL-1β y potenciado por la elevación extracelular de la 
D-glucosa, análogo al previamente demostrado en células musculares lisas humanas para 
ERK 1/2 - NF-κB - iNOS (Lafuente y col., 2008). Sin embargo, los mecanismos de 
señalización de ICAM-1 parecen ser independientes de este eje. Aunque en el presente 
trabajo no se haya identificado la ruta de señalización de ICAM-1 inducida por IL-1β, si se 
ha observado que también es potenciada por altas concentraciones de D-glucosa, indicando 
que el eje ERK 1/2 - NF-κB - VCAM-1 no es la única ruta inflamatoria potenciada por un 
aumento extracelular de glucosa. 
 
 
Modulación de la expresión de GLUT-1 y de la entrada de glucosa por IL-1β  
Finalmente, en el presente trabajo se exploró algún posible mecanismo que pudiera 
justificar el hecho de que la elevación de la D-glucosa, aunque carezca de efecto 
Discusión 
 116 
inflamatorio propio, sea capaz de potenciar las respuestas inducidas por citoquinas 
proinflamatorias.  
La mayoría de las células son capaces de regular la entrada de D-glucosa en un 
ambiente hiperglucémico manteniendo las concentraciones intracelulares constantes. Sin 
embargo, algunos autores apuntan a que las células vasculares, y en particular las células 
endoteliales, no son capaces de modular la entrada de D-glucosa cuando se encuentran en 
un ambiente hiperglucémico, siendo más vulnerables al daño celular provocado por un 
aumento de glucosa intracelular (Brownlee, 2001). Se ha propuesto que en este tipo de 
células, la glucosa extracelular puede entrar libremente al interior de las células 
endoteliales a través del transportador de glucosa independiente de insulina GLUT-1 
(Ceriello, 2003). 
Sobre esta base se apoya la teoría integradora, propuesta para explicar el daño 
endotelial inducido por la elevación de D-glucosa extracelular (Brownlee, 2001), que 
propone que la elevación de glucosa intracelular da lugar a la superproducción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS), especialmente de aniones superóxido (O2
·–), a nivel de la 
mitocondria. Se han postulado cuatro mecanismos por los cuales dicha generación de O2
·–  
mitocondrial produciría daño celular y en último termino disfunción endotelial: (1) una 
activación excesiva de la vía de los polioles, que conllevaría un agotamiento de 
dinucleotidos de nicotiamida-adenina fosfato (NADPH), esenciales para regenerar 
antioxidantes celulares como el glutation; (2) un aumento de la formación, mediante 
reacciones de glicosilación no enzimática, de productos finales de glicosilación avanzada 
(AGEs), capaces de dañar macromoléculas celulares; (3) una excesiva formación de 
diacilglicerol (DAG) y la subsiguiente activación de la proteína quinasa C (PKC), capaz a 
su vez de activar enzimas generadoras de ROS, com la NADPH oxidasa y (4) una excesiva 
actividad de ruta de las hexosaminas, capaz de transformar fructosa 6-fosfato en uridina 
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difosfato-N-acetil glucosamina, compuesto capaz de modular la expresión génica de la 
célula induciendo la transcripción de genes relacionados con la inflamación. 
La idea de que glucosa puede entrar libremente en las células vasculares no es 
compartida por todos los autores; en este sentido, se ha descrito que tanto las células 
endoteliales como las células de músculo liso vascular son capaces de  regular la entrada 
de glucosa (Kaiser y col., 1993; Alpert y col., 2005). Así, la incubación en un medio con 
23 mM de D-glucosa de células de músculo liso y endoteliales de aorta bovina durante 24 
y 48 h respectivamente, produjo una disminución de los transportadores GLUT-1 a nivel 
de ARNm, proteína total y localización en la membrana plasmática (Kaiser y col, 1993; 
Alpert y col, 2002). Esta disminución de los transportadores de glucosa se tradujo, en 
ambos casos, en una menor entrada de glucosa, sugiriendo que las células vasculares sí son 
capaces de modular la entrada de glucosa en un ambiente hiperglucémico (Kaiser y col, 
1993; Alpert y col, 2005).  
Esta regulación de la entrada de glucosa no se limita únicamente a las células 
vasculares, sino que en células gliales (Walter y col., 1988), en adipocitos 3T3L1 
(Tordjman y col., 1990) y en fibroblastos (Wertheimer y col., 1991) se ha observado que el 
aumento extracelular de D-glucosa provoca una menor expresión de los transportadores 
GLUT-1 y una menor captación de glucosa tritiada. 
 En nuestro trabajo, en consonancia con estos estudios previos, la elevación 
extracelular de los niveles de D-glucosa tampoco se tradujo en un aumento de captación de 
glucosa radiactiva por las HUVEC ni en un aumento de los niveles totales de GLUT-1; sí 
se observó, sin embargo, una tendencia a disminuir el número de transportadores GLUT-1 
localizados en la membrana plasmática. Por el contrario, el tratamiento de las HUVEC con 
IL-1β provocó un aumento de los niveles totales de GLUT-1 así como del número de 
transportadores localizados en la membrana plasmática, lo que se tradujo en una mayor 
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captación de [H3]-2-DOG. Aunque la mera elevación extracelular de D-glucosa no 
modificó los niveles de GLUT-1, sí potenció significativamente el número de 
transportadores inducidos por IL-1β.  
Estos resultados concuerdan con la capacidad de algunos factores de crecimiento y 
citoquinas proinflamatorias para modular los niveles de los transportadores GLUT-1. En 
células endoteliales bovinas, el tratamiento con TNF-a o con VEGF durante 17 h produjo 
un aumento de ARNm de GLUT-1, así como una mayor incorporación de glucosa (Pekala 
y col., 1990). También en otros tipos celulares como condrocitos (Shikhman y col., 2001) 
y adipocitos 3T3L1 (Stephens y col., 1992), el TNF-α es capaz de aumentar el número de 
transportadores GLUT-1. De manera análoga, la citoquina IL-1β da  lugar a un aumento de 
GLUT-1 y a una mayor captación de glucosa en fibroblastos (Bird y col., 1990) y en 
condrocitos (Shikhman y col., 2001).  
Por lo tanto, aunque se haya propuesto que la hiperglucemia por sí misma es capaz 
de inducir una respuesta inflamatoria en las células vasculares debido a una entrada 
indiscriminada de glucosa en el endotelio (Brownlee, 2001), nuestros datos discrepan 
claramente de esta hipótesis, ya que en las HUVEC la mera elevación de D-glucosa 
extracelular no conlleva un aumento de la concentración intracelular de la misma. De 
hecho, esto se explica porque los transportadores GLUT-1 presentan una alta afinidad 
(Km: 0,5 - 3,7 mM) y baja capacidad para la D-glucosa, de tal manera que a 
concentraciones fisiológicas de D-glucosa, estos transportadores trabajan ya cerca de su 
velocidad máxima de transporte (Mueckler, 1994; Mann y col., 2003). Por tanto, una 
mayor entrada de glucosa en este tipo celular requiere un aumento del número de 
transportadores GLUT-1 en la membrana plasmática, tal y como ocurre en presencia de IL-
1β. 
Nuestros resultados sugieren también que el aumento de los transportadores de 
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glucosa GLUT-1 mediada por la IL-1β podría ser la vía de entrada de glucosa al interior de 
la célula y el enlace por el cual el aumento de la concentración extracelular de D-glucosa, 
en presencia de un estímulo inflamatorio, da lugar a un aumento de la concentración 
intracelular de D-glucosa, exacerbando el estado inflamatorio previo presente en la célula 
endotelial, mediante mecanismos todavía por esclarecer (Figura 40).  
 
 
En conclusión, este trabajo pretende dilucidar cómo el aumento de la D-glucosa 
extracelular puede provocar un daño en las células endoteliales, favoreciendo la aparición 
de eventos tempranos en el proceso aterosclerótico. Hemos comprobado que por sí sola la 
D-glucosa no provoca la activación de diferentes marcadores inflamatorios, pero, sin 
embargo, es capaz de potenciar el efecto inflamatorio inducido por una citoquina como es 
la IL-1β. Aunque es necesario profundizar en los mecanismos estudiados y diseñar nuevos 
abordajes experimentales utilizando modelos in vivo, destacamos la necesidad de que una 
aproximación terapéutica para el tratamiento de la diabetes y sus complicaciones 
vasculares actúe no sólo sobre la hiperglucemia, sino también sobre la inflamación crónica 








































Figura 40: La IL-1β aumenta la expresión de la molécula de adhesión VCAM-1 en las HUVEC, 
mediante la activación del eje inflamatorio ERK 1/2 - NF-κB. Asimismo, la IL-1β activa  la expresión de 
ICAM-1, mediante un mecanismo independiente de dicho eje. Esto se traduce en un mayor reclutamiento de 
leucocitos por parte de las células endoteliales. La elevación extracelular de D-glucosa no provoca por si 
misma la activación de estas rutas, pero sí potencia el efecto inducido por la IL-1β (flechas en rojo). La falta 
de efecto de la D-glucosa sola puede explicarse porque no hay una mayor entrada de D-glucosa al interior 
celular. Sin embargo, en presencia de IL-1β, aumenta el número de transportadores GLUT- 1 en la 
membrana plasmática, facilitando la entrada de D-glucosa al interior celular (flechas en naranja). Dentro de 
la célula endotelial, el incremento de D-glucosa exacerba, mediante mecanismos todavía por esclarecer, las 















El objetivo global de este trabajo ha sido analizar, tanto en modelos in vitro  como 
in vivo, si la elevación extracelular de D-glucosa es capaz de promover un evento 
inflamatorio en células endoteliales. 
 
Las principales conclusiones obtenidas en este trabajo han sido: 
 
1. La elevación de la concentración de D-glucosa no indujo la expresión de las moléculas 
de adhesión ICAM-1 ni VCAM-1 por sí sola en HUVEC. La IL-1β aumentó la 
expresión tanto de ICAM-1 y VCAM-1. Este efecto fue exacerbado en presencia 
elevadas concentraciones de D-glucosa, independientemente de los efectos de la 
hiperosmolaridad.  
2. La elevación de D-glucosa per se no promovió la adhesión de leucocitos HL-60 a las 
HUVEC, pero incrementó la adhesión de los leucocitos HL-60 inducida por IL-1β. 
3. Las altas concentraciones de D-glucosa no activó las moléculas de señalización celular 
ERK 1/2  ni NF-κB en HUVEC, pero potenció la activación inducida por IL-1β. La 
activación de ERK 1/2 y NF-κB median la expresión de VCAM-1 pero no de ICAM-1, 
inducida por IL-1β.  
4. La IL-1β incrementa los niveles totales del transportador de glucosa-1 (GLUT-1) y 
expresados en la membrana celular en HUVEC. La elevación de D-glucosa no 
modifica los niveles de GLUT-1, pero incrementa los niveles de GLUT-1 inducidos 
por IL-1β. 
5. Los estudios in vivo revelaron que la inyección de D-glucosa en ratas Sprague-Dawley 
no aumentó los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 ni alteró el tráfico leucocitario en 
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vénulas postcapilares mesentéricas. Sin embargo, la inyección de D-glucosa potenció 
los cambios del tráfico leucocitario inducidos por la IL-1β, incluyendo un aumento del 
número de leucocitos en rodamiento, adheridos y migrados al mismo tiempo que 
disminuyó la velocidad de rodamiento. 
 
 
Estos resultados indican que aunque la elevación extracelular de D-glucosa per se 
no causa inflamación en células endoteliales, pero sí desempeña un papel modulador en la 
inflamación vascular intensificando la acción de otros estímulos inflamatorios. Por todo 
ello, proponemos que la hiperglucemia no es suficiente para causar directamente un efecto 
inflamatorio, pero puede exagerar los efectos de una respuesta inflamatoria en curso. Este 
trabajo sugiere que las aproximaciones terapéuticas para el tratamiento de la vasculopatía 
diabética deberían disminuir no sólo los niveles de glucosa plasmática, sino también 
















The main objective of the present work was to analyze, both in vitro and in vivo, 
whether the elevation of extracellular D-glucose is able to promote an inflammatory event 
in endothelial cells.  
 
The main conclusions from the present study are:  
 
1. High D-glucose does not induce adhesion molecules, ICAM-1 or VCAM-1, levels by 
itself in HUVEC. IL-1β increases ICAM-1 and VCAM-1 expression. This effect is 
exacerbated in the presence of high extracellular D-glucose, independently of 
hyperosmolarity.  
2. High D-glucose per se does not promote HL-60 leukocyte adhesion to HUVEC, but 
increases leukocyte adhesion induced by IL-1β. 
3. High D-glucose alone does not modify the activity of the signalling molecules ERK 1/2 
and NF-κB in HUVEC, but it potentiates their activation by IL-1β. ERK 1/2 and NF-
κB activation mediate VCAM-1, but not ICAM-1, expression induced by IL-1β. 
4. IL-1β increases glucose transporter-1 (GLUT-1) levels in the whole cell and in the cell 
membrane in HUVEC. High D-glucose does not modify GLUT-1 levels, but it 
increases GLUT-1 levels induced by IL-1β.  
5. In vivo studies reveal that D-glucose injection in Sprague-Dawley rats does not 
increase ICAM-1 or VCAM-1 levels nor alters leukocyte trafficking in mesenteric 
postcapillary venules. Nevertheless, high D-glucose potententiates trafficking changes 
induced by IL-1β, including increased venular leukocyte rolling flux, adhesion, and 




These results indicate that although high D-glucose per se does not cause 
inflammation in human and rat vascular endothelial cells, it does play a modulatory role in 
vascular inflammation by enhancing the effect of other pro-inflammatory factors. 
Therefore, we propose that diabetic hyperglycemia may not be sufficient to cause vascular 
inflammation but can exaggerate the effects of an ongoing inflammatory response. We 
suggest that the therapeutic approaches for diabetic vasculopathy should aim to lower not 
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